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“It is to the nucleus of the cell, however, that the 
investigator of the cancer problem eventually 
turns. Here one enters an area that is mysterious, 
perhaps even a little mystical, and quickly meets 
the problem of the two nucleic acids” 
 
Taylor, 1959 
Dedicatória 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dedico este trabalho à minha família 
(ao meu pai, pelo modelo, 
à minha mãe, pelo estímulo, 
à minha irmã, pela confiança, 
ao meu marido e filho, pelo apoio e 
compreensão) 
e às minhas doentes 
 
Agradecimentos 
 
AGRADECIMENTOS 
 
 
Ao meu orientador, Prof. Doutor Carlos Oliveira, pela oportunidade e pelo incentivo, o 
meu muito obrigada. 
 
Ao Prof. Doutor Fernando Schmitt, do IPATIMUP, meu co-orientador, agradeço todos 
os esclarecimentos de dúvidas, a disponibilidade e a pronta resolução de problemas 
pontuais que foram surgindo. 
 
Aos colegas e amigos da Unidade de Senologia e da Consulta de Grupo de Mama do 
Hospital de São Marcos, Braga, Dr. Arlindo Ferreira, Dra. Maria José Rocha, Dr. Rui 
Nabiço, Dra. Catarina Portela, pela disponibilidade imediata em colaborar na selecção 
das doentes.  
 
Aos colegas do Serviço de Patologia Clínica, Dr. Mota Garcia e Dra. Alexandra Estrada 
pela colaboração imprescindível na execução deste trabalho. 
 
À colega e amiga, Dra. Cristina Nogueira da Silva, e ao Dr. Miguel Maia pela 
colaboração na análise estatística dos dados. 
 
Ao Doutor José Luís Costa do IPATIMUP por algumas sugestões na elaboração do 
trabalho. 
 
Ao técnico do laboratório do Serviço de Patologia Clínica Sr. Lima pela colaboração na 
execução da técnica de doseamento da vitamina D. 
 
Ás enfermeiras do Serviço de Ginecologia, pela colheita de todas as amostras. 
 
Uma palavra especial de apreço ao Director do Serviço de Ginecologia, Dr. Jardim da 
Pena, por facilitar a execução deste trabalho e pela confiança manifestada em como 
chegaria ao fim, apesar das dificuldades que surgiram, a nível pessoal.   
 
Ao Laboratório Roche pelo fornecimento do kit de doseamento da 25(OH)D. 
 
Ao ilustrador Neno, pela execução de algumas das figuras incluídas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Índice 
 
ÍNDICE 
 
 
 
 
Lista de Figuras e Tabelas ................................................................................ pág    i 
 
 
Lista de Abreviaturas ........................................................................................ pág  iii 
 
 
Resumo ............................................................................................................. pág  iv 
 
 
Abstract ............................................................................................................. pág   v 
 
 
Capítulo 1. Introdução ...................................................................................... pág   1 
 
 
Capítulo 2. Objectivos ...................................................................................... pág   3 
 
 
Capítulo 3. Revisão da Literatura ..................................................................... pág   4 
 
 
Capítulo 4. Metodologia ................................................................................... pág 24 
 
 
Capítulo 5. Resultados ...................................................................................... pág 26 
 
 
Capítulo 6. Discussão ....................................................................................... pág 36 
 
 
Capítulo 7.Conclusões e Perspectivas Futuras ................................................. pág 38 
 
 
Capítulo 8. Referências Bibliográficas ............................................................. pág 39 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Lista de figuras e tabelas i 
 
LISTA DE FIGURAS E TABELAS   
 
 
 
Figura 1.  ........................................................................................................... pág   4 
Família com raquitismo. Paris, 1900 (adaptada de Wikipedia).  
 
Figura 2. ............................................................................................................ pág   6 
Molécula de colecalciferol (adaptada de Wikipedia).   
 
Figura 3.  ........................................................................................................... pág 12 
Metabolismo da vitamina D. Autor: Neno.     
 
Figura 4.  ........................................................................................................... pág 15 
Receptor nuclear da vitamina D (adaptada de Wikipedia).   
 
Figura 5. ............................................................................................................ pág 17 
Acções da vitamina D. Autor: Neno.     
 
Figura 6.  ........................................................................................................... pág 26 
Classificação molecular dos tumores mamários.     
 
Figura 7.  ........................................................................................................... pág 27 
Estado da menopausa nos subtipos moleculares de cancro da mama   
 
Figura 8.  ........................................................................................................... pág 27 
Uso de contraceptivos orais nos subtipos moleculares de cancro da mama.    
 
Figura 9.  ........................................................................................................... pág 28 
Uso de terapêutica hormonal de substituição nos subtipos moleculares  
de cancro da mama.         
  
Figura 10. .......................................................................................................... pág 28 
Antecedentes de amamentação nos subtipos moleculares de cancro da mama.  
 
Figura 11. .......................................................................................................... pág 29 
 Distribuição do grau tumoral nos subtipos moleculares de cancro da mama.  
 
Figura 12.  ......................................................................................................... pág 30 
Distribuição do nível de expressão de Ki67 nos subtipos moleculares  
de cancro da mama.  
         
Figura 13.  ......................................................................................................... pág 31 
Distribuição do tamanho do tumor nos subtipos moleculares de cancro da mama. 
Sem informação: doentes submetidas a quimioterapia primária.    
 
Figura 14. .......................................................................................................... pág 31 
Distribuição do estado ganglionar nos subtipos moleculares de cancro da mama. 
Sem informação: doentes submetidas a quimioterapia primária.     
Lista de figuras e tabelas ii 
 
Figura 15.  ......................................................................................................... pág 32 
Níveis séricos de 25(OH)D nos subtipos moleculares de cancro da mama  
(média ± erro padrão).         
  
Figura 16.  ......................................................................................................... pág 33 
Níveis séricos de deficiência (< 21) e de insuficiência relativa (≤ 29) de  
25(OH)D (ng/ml) nos subtipos moleculares de cancro da mama. 
   
Figura 17.  ......................................................................................................... pág 33 
Relação entre os níveis séricos de 25(OH)D e o grau histológico 
 (média ± erro padrão).        
   
Figura 18.  ......................................................................................................... pág 34 
Relação entre os níveis séricos de 25(OH)D e o nível de expressão de Ki67  
 (média ± erro padrão).        
            
Figura 19.  ......................................................................................................... pág 34 
Relação entre os níveis séricos de 25(OH)D e o tamanho do tumor (cm) 
 (média ± erro padrão).        
  
Figura 20.  ......................................................................................................... pág 35 
Relação entre os níveis séricos de 25(OH)D e a invasão ganglionar  
(média ± erro padrão).         
   
Tabela 1. ........................................................................................................... pág 26 
Características gerais dos grupos em estudo (mediana, valor máximo e mínimo, 
excepto, paridade: média ± DP, valor máximo e mínimo). 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Lista de abreviaturas iii 
 
LISTA DE ABREVIATURAS 
 
 
º C – graus célsius 
 
ADN – Ácido desoxirribonucleico  
 
ARN – Ácido ribonucleico 
 
ARNm – ARN mensageiro 
 
DP – desvio padrão 
 
FISH – fluorescence in situ hybridization  
 
IHQ – imunohistoquímica  
 
Kg – kilograma  
 
L – litro 
 
m2 – metro quadrado 
 
mg – miligrama 
 
ml – mililitro 
 
ng – nanograma 
 
nm – nanómetro 
 
nmol – nanomole 
 
SPSS – Statistical Package for the Social Sciences  
 
UI – unidades internacionais 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resumo iv 
 
RESUMO 
 
Introdução: A investigação de padrões de expressão genética deu origem a uma 
classificação molecular dos tumores mamários em vários subtipos com prognóstico 
distinto: tumores que expressam receptores de estrogénios e/ou progesterona (o subtipo 
luminal) e tumores que não expressam estes receptores (associados a pior prognóstico); 
o subtipo com sobrexpressão de HER2 (HER2 positivo) e o subtipo triplo-negativo 
(TN), que, como o nome indica, não tem expressão dos três marcadores. A deficiência 
de vitamina D tem sido implicada no aparecimento de muitos tipos de cancro; actua 
localmente em numerosos tecidos e órgãos, com efeitos de anti-proliferação, pró-
diferenciação e pró-apoptose. Verificou-se que, no cancro da mama, os níveis de 
vitamina D são geralmente mais baixos na doença avançada e associam-se a menor 
sobrevivência. Neste trabalho, pretendeu-se estudar o status de vitamina D nas doentes 
com cancro da mama para verificar se existe alguma relação entre a deficiência de 
vitamina D e os subtipos moleculares de cancro da mama. Material e Métodos: A 
população consistiu em 87 doentes admitidas na Unidade de Senologia do Hospital de 
São Marcos com o diagnóstico de cancro da mama, durante o período de um ano, num 
total de 88 cancros. Foi realizada a determinação quantitativa da 25-hidroxivitamina D 
[25(OH)D] no soro, pelo método de imunoensaio de electroquimioluminescência. A 
avaliação do subtipo de tumor mamário foi efectuada pela análise da expressão de 
receptores hormonais e de HER2, realizada por IHQ ou FISH. Foram também avaliados 
o grau histológico, a expressão de Ki67, o tamanho do tumor e o estado dos gânglios. 
As associações estatísticas foram avaliadas usando os testes One-Way ANOVA, Fisher 
e Mann-Whitney, realizados utilizando o programa SPSS, versão 17. Resultados: Do 
total de tumores, 63 (72%) foram classificados como tumores do subtipo luminal, 18 
(20%) como tumores HER2 e 7 (8%) como tumores do subtipo TN. Em relação às 
características patológicas do tumor, foi encontrada associação entre o grau histológico 
3 e os subtipos TN e HER2 e entre expressão alta de Ki67 e os subtipos TN e HER2. 
Não se encontrou associação entre o tamanho do tumor ou o estado ganglionar em 
nenhum dos subtipos tumorais. Verificou-se que 23,8% do grupo luminal, 28,6% do 
grupo TN e 5,6% do grupo HER2 apresentaram níveis séricos deficientes de 25(OH)D e 
que 80,9%, 71,4% e 50% dos tumores luminais, TN e HER2, respectivamente, 
apresentaram niveis de insuficiência relativa de 25(OH)D. Em relação à diferença entre 
os grupos nos níveis séricos de 25(OH)D, foi encontrada diferença estatisticamente 
significativa no subtipo HER2 em relação ao luminal; o subtipo HER2 apresentou 
níveis séricos mais altos. E não se verificou diferença entre os grupos luminal e TN. 
Conclusões: Verificou-se uma elevada prevalência de níveis insuficientes ou deficientes 
de vitamina D, particularmente nos subtipos luminal e TN. Os tumores do subtipo 
HER2 apresentaram níveis séricos de 25(OH)D mais altos em relação aos outros 
subtipos. Só 5,6% dos tumores do subtipo HER2 apresentaram níveis deficientes de 
vitamina D. Estes dados sugerem que poderá existir neste subtipo de cancro da mama 
algum mecanismo de resistência às acções locais da vitamina D nas células tumorais; 
alterações na sua bioactivação local ou alterações a nível da expressão das proteínas-
chave envolvidas nas suas acções anti-neoplásicas, apresentando o tumor HER2 um 
fenótipo molecular de resistência à vitamina D. 
 
Palavras-chave: 25-hidroxivitamina D, luminal, triplo-negativo, HER2, cancro da 
mama.  
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ABSTRACT 
 
 
Introduction: Gene expression analysis has identified several breast cancer subtypes 
with distinct clinical outcomes and marked differences in prognosis: tumors that express 
estrogen (ER) and/or progesterone receptors (PR) (luminal subtype) and tumors that do 
not express these receptors, the HER2 overexpressing subtype (HER2 positive) and the 
triple-negative subtype (TN). The latter two are associated to a worse prognosis. 
Vitamin D deficiency has been implicated in the development of many types of cancer. 
There is evidence that vitamin D acts in numerous tissues and organs, mediating anti-
proliferative, pro-differentiating and pro-apoptosis effects. In breast cancer, vitamin D 
serum levels are lower in late stages of the disease and are associated to poorer survival. 
The goal of the present analysis was to estimate the serum levels of 25-hydroxyvitamin 
D in breast cancer patients and to examine correlations with the breast cancer subtypes. 
Methodology: Eighty seven patients diagnosed with breast cancer at Senology Unit of 
S. Marcos Hospital within a year, performing a total number of 88 cancers, were 
assessed for serum levels of 25-hydroxyvitamin D by electrochemiluminescence 
immunoassay. Tumors were classified based on the expression of ER, PR and HER2, 
determined by immunohistochemistry or FISH, and were also assessed for histological 
grade, Ki67 expression, tumor size and lymph node status. Statistical analyses were 
made using One Way ANOVA test, Fisher exact test and Mann-Whitney test on SPSS 
program,version 17. Results: Of the 88 tumors, 63 (72%) were classified as luminal 
subtype, 18 (20%) as HER2 positive subtype and 7 (8%) as TN subtype. We observed 
that, compared with luminal tumors, the other subtypes were associated with 
unfavorable pathological features, such as histological grade 3 and high expression of 
Ki67. No association was found between tumor size and lymph node status and tumor 
subtypes.  We found that 23.8% of the luminal tumors, 28.6% of the TN tumors and 
5.6% of the HER2 positive tumors were vitamin D deficient and that 80.9%, 71.4% and 
50% of the luminal, TN and HER2 positive tumors, respectively, had vitamin D levels 
in the insufficiency range. The serum levels of 25(OH)D from HER2 positive subtype 
were found to be statistically different (higher) than those from the luminal type. There 
were no significant differences in 25(OH)D serum levels between luminal and TN 
subtypes. Conclusions: There was a high prevalence of vitamin D deficiency or 
insufficiency in the study population, especially in the luminal and TN subtypes of 
breast cancer. HER2 positive subtype presented with the highest 25(OH)D serum levels 
when compared with the other subtypes. Only 5.6% of the HER2 positive tumors were 
vitamin D deficient. Our data suggest that there might be some kind of resistance 
mechanism to vitamin D local actions in cancer cells in this breast cancer subtype; 
alterations in vitamin D local bioactivation or in the expression of key-proteins involved 
in vitamin D anti-neoplasic actions, presenting HER2 positive subtype a molecular 
phenotype of vitamin D resistance. 
 
 
Key words: 25-hydroxyvitamin D, 1,25 dihydroxyvitamin D, luminal, triple-negative, 
HER2, breast cancer  
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CAPÍTULO 1.  INTRODUÇÃO  
 
 
A deficiência de vitamina D é muito comum, especialmente nos países de latitudes mais 
altas e nos idosos [1-5]. Também a deficiência de estrogénios se associa a status 
corporal baixo de vitamina D, o que, associado à idade, coloca a mulher pós-
menopausica, população-alvo do cancro da mama, em maior risco de apresentar níveis 
deficientes de vitamina D [6,7]. Numerosos estudos epidemiológicos demonstraram 
uma associação entre baixos níveis de vitamina D , ou baixo nível de exposição solar ou 
ingestão dietética de vitamina D, e o risco de cancro da mama, e estudos animais 
confirmaram essa relação [8-18]. 
 
A existência, a nível do tecido mamário normal e transformado, do receptor da vitamina 
D [19-21]e da maquinaria enzimática necessária para a bioactivação da vitamina D [22-
24], sugerindo uma actuação autócrina/parácrina da vitamina, com as suas acções 
comprovadas de anti-proliferação, pró-diferenciação e pró-apoptose, e a existência de 
expressão alterada de alguns destes elementos do metabolismo da vitamina D no tecido 
neoplásico, reforça o papel desta vitamina na patogénese do cancro da mama [24-27]. A 
vitamina D induz um programa de expressão génica que contribui para a manutenção do 
fenótipo diferenciado, quiescente [25]. De acordo com estes conceitos, será de esperar 
níveis mais baixos de vitamina D nos cancros da mama que apresentem características 
de pior prognóstico. Parece também que o sistema da vitamina D pode ter relevância 
tanto na prevenção como no tratamento do cancro. Estudos usando sistemas-modelo de 
cancros mostraram que a administração de vitamina D ou de análogos de vitamina D 
apresentava efeitos anti-tumorais significativos [28-33]; o mesmo se verificou em 
estudos com animais [34]. 
 
No que diz respeito à relação entre o status de vitamina D e o prognóstico do cancro da 
mama, alguns estudos demonstraram que os níveis da vitamina são mais baixos na 
doença avançada e em tumores com alto grau histológico e que baixos níveis se 
associam a maior taxa de metástases à distância e pior sobrevivência [10-12,17,18,35]. 
 
O cancro da mama consiste numa variedade de subtipos biológicos distintos, assim 
classificados de acordo com padrões de expressão genética, tendo sido os tumores 
agrupados em clusters, dependendo dos genes expressos; cada cluster constituindo uma 
subclasse de tumor com características próprias e comportamento biológico diferente 
[36-38]. Dentro desta classificação, o subtipo basal-like e o subtipo com sobrexpressão 
de HER2 (human epidermal growth factor receptor-2) são os que se associam a 
comportamento biológico mais agressivo [39-42].  
 
O propósito deste estudo foi verificar se existe alguma associação entre os níveis séricos 
de vitamina D e os diferentes subtipos moleculares de cancro da mama. Até à data, 
ainda não se tinha estudado se os níveis séricos de vitamina D estariam relacionados aos 
diferentes subtipos biológicos de cancro da mama, ou seja, se, por alguma razão, a 
deficiência de vitamina D está associada a um ou outro subtipo. Dentro dos diversos 
subtipos, verificou-se também se existe alguma correlação entre os níveis de vitamina D 
e as características patológicas do cancro da mama, como o índice de proliferação, 
através da expressão de Ki67, o grau histológico, o tamanho do tumor e o estado dos 
gânglios linfáticos axilares. 
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Para estabelecer essa possível correlação, 87 doentes com cancro da mama, uma delas 
com cancro bilateral síncrono, perfazendo um total de 88 cancros, foram analisadas de 
uma forma prospectiva, em relação ao seu status de vitamina D na ocasião do 
diagnóstico. Foi efectuada colheita do sangue periférico e determinação quantitativa da 
25-hidroxivitamina D, que é um marcador biológico fidedigno do status corporal da 
vitamina D, e os resultados obtidos foram analisados em relação aos subtipos de cancro 
da mama, nomeadamente, tumores com receptores de estrogénios e/ou progesterona 
positivos, tumores com expressão HER2 e tumores triplo-negativos.  
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CAPÍTULO 2.  OBJECTIVOS  
 
 
 
- Determinar o status de vitamina D da doente com o diagnóstico de cancro da 
mama e classificar o cancro da mama nos vários subtipos de tumores mamários. 
 
- Verificar se existe associação entre os subtipos de cancro da mama e as 
características patológicas de mau prognóstico do tumor. 
 
- Verificar se existem diferenças nos níveis séricos de 25-hidroxivitamina D entre 
os subtipos de cancro da mama. 
 
- Verificar se existem diferenças nos níveis séricos de 25-hidroxivitamina D em 
relação às características patológicas do tumor.  
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CAPÍTULO 3.  REVISÃO DA LITERATURA   
 
 
3.1. Vitamina D – Perspectiva Histórica  
 
 
Vitamina deriva de “vital amine”, termo usado pelo bioquímico Casimir Funk para 
designar certos constituintes alimentares essenciais à saúde, que ele acreditava serem 
aminas. Inicialmente, a vitamina D foi erradamente identificada pelos cientistas como 
uma vitamina, isto é, uma substância essencial que o corpo não produz e que só pode 
ser obtida através da dieta. Mas a vitamina D pode ser produzida no organismo, quando 
a pele é exposta à luz solar.  
 
Com o advento da revolução industrial, o raquitismo tornou-se muito frequente por toda 
a Europa, à medida que mais famílias deixavam a vida ao ar livre das actividades 
agrícolas para se instalarem em cidades industriais e trabalharem em fábricas (Fig. 1). 
Através do século XIX, apareceram apenas relatórios esporádicos de cura do 
raquitismo, como o do médico polaco que observou que as crianças da cidade de 
Varsóvia sofriam de raquitismo ao contrário das que viviam nas aldeias, tendo 
concluído que a exposição solar curava o raquitismo. Posteriormente, um investigador 
francês relatou curas de raquitismo com o uso de óleo de fígado de bacalhau. Nenhum 
dos tratamentos foi devidamente reconhecido. 
 
 
Figura 1. Família com raquitismo. Paris, 1900. 
 
No final dos anos de 1880, Christian Eijkman e, no início dos anos 1900, o biólogo 
inglês Sir Frederick Gowland Hopkins desenvolveram o conceito de “substâncias 
diferentes das proteínas e sais” que são essenciais para a saúde e crescimento, tendo, por 
isso, partilhado em 1929 o Prémio Nobel da Fisiologia e Medicina. 
 
Em 1882, o cientista britânico T. A. Palm descobriu uma relação entre a distribuição 
geográfica do raquitismo e a quantidade de exposição solar na região. Em 1919, o 
investigador alemão K. Huldschinsky levou a cabo uma experiência inovadora e curou 
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crianças com raquitismo usando luz ultravioleta produzida artificialmente. Dois anos 
depois, Alfred F. Hess e L. F. Unger demonstraram que a simples exposição solar 
curava o raquitismo. Entretanto, o médico britânico Sir Edward Mellanby, em 1918, 
curou cães com raquitismo alimentando-os com óleo de fígado de bacalhau, acreditando 
que isso se devia à vitamina A, recentemente identificada. Elmer McCollum, o 
investigador de Wisconsin que isolou a vitamina A, descobriu que certos alimentos 
podem conter mais do que uma substância essencial. Aqueceu o óleo de fígado de 
bacalhau para destruir a vitamina A e o óleo assim tratado já não curou a cegueira 
nocturna mas, surpreendentemente, manteve-se eficaz no tratamento do raquitismo. Em 
1922, designou a nova substância de vitamina D. 
 
No início dos anos 1920, duas equipas de investigadores – H. Steenbock e A. Black, e 
Alfred Hess e Mildred Weinstock – realizaram uma série de experiências sobre o efeito 
da luz ultravioleta nos alimentos administrados a ratos. Nos alimentos irradiados, era 
produzida uma substância que parecia actuar no raquitismo da mesma forma que a 
vitamina D presente no óleo de fígado de bacalhau. Em 1924, Steenbock patenteou o 
processo de irradiação dos alimentos usando luz ultravioleta. 
 
Posteriormente, várias equipas de investigadores confirmaram que a substância está 
presente em gorduras animais e vegetais e que está localizada na fracção das gorduras 
conhecida por conter moléculas esterol. Os investigadores descobriram que o colesterol 
purificado (esterol animal) e o fitoesterol (esterol vegetal) adquiriam propriedades anti-
raquíticas pela irradiação ultravioleta.  
 
Em 1928, Adolf Windaus, um químico orgânico alemão, isolou três formas de vitamina 
D: duas derivadas dos esteróis de plantas irradiadas, que chamou D1 e D2, e uma 
derivada da pele irradiada, que chamou D3. A equipa inglesa de F.A. Askew, em 1931, 
definiu a origem química de D2, a forma da vitamina D encontrada na comida irradiada, 
agora chamada ergocalciferol, que era derivada da molécula precursora ergosterol. 
Cinco anos depois, Windaus sintetizou a molécula 7-diidrocolesterol e converteu-a por 
radiação em vitamina D3, agora conhecida como colecalciferol. Foi então possível 
sintetizar a vitamina D em grandes quantidades. Pela sua investigação na constituição 
dos esteróis e a sua ligação às vitaminas, Windaus ganhou o Prémio Nobel da Química 
em 1928. 
 
Em 1968, Hector F. DeLuca isolou um metabolito activo da vitamina D, identificando-o 
como 25-hidroxivitamina D, e que é produzido no fígado.  
 
Nos anos 70, os investigadores descobriram a relação da vitamina D com o sistema 
endócrino corporal e a regulação do cálcio. Foi identificada a estrutura molecular da 
forma activa final da vitamina D, a 1,25-dihidroxivitamina D3, que é pouco depois 
reclassificada como uma hormona que controla o metabolismo do cálcio. Esta 
reclassificação surgiu devido à evidência de que é produzida no rim e que a sua 
secreção é seguida da sua captação pelos núcleos celulares do intestino, onde regula o 
metabolismo do cálcio. 
 
Em 1975, Mark R. Haussler confirmou a descoberta de um receptor proteico que liga o 
metabolito activo da vitamina D ao núcleo das células do intestino. Nos anos 70, vários 
grupos de investigadores encontraram a hormona vitamina D no núcleo de células que 
não fazem parte do sistema de regulação do cálcio, incluindo o cérebro, os linfócitos, a 
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pele e tecidos malignos. No início dos anos 80, o investigador japonês Tatsuo Suda fez 
a descoberta excitante de que adicionando a hormona a células leucémicas malignas 
imaturas levava as células a diferenciarem-se, amadurecerem e a pararem o 
crescimento. Esta descoberta abriu uma nova era na investigação da vitamina D. 
 
Nas duas últimas décadas, a investigação revelou uma variedade de acções biológicas 
da vitamina D. Entre outras, a inibição do crescimento celular, a indução da 
diferenciação celular, a imunomodulação e o controlo de outros sistemas hormonais, 
estando a deficiência de vitamina D associada a cancro, doenças auto-imunes, 
hipertensão e diabetes. 
 
 
3.2.  Fontes de Vitamina D  
 
A vitamina D é um grupo de pró-hormonas lipossolúveis, sendo as duas formas 
principais o ergocalciferol (vitamina D2) e o colecalciferol (vitamina D3). A vitamina D 
pode ser obtida através da dieta ou pela acção da luz solar sobre a pele. A exposição da 
pele aos raios ultravioletas (290-315 nm) induz a conversão fotolítica do 7-
dihidrocolesterol para pré-vitamina D3, seguida de isomerização térmica para vitamina 
D3. A vitamina D3 assim formada é libertada para a circulação durante 2 a 3 dias após 
uma única exposição à luz solar [43].  
 
Poucos alimentos na natureza contêm vitamina D. O salmão, o atum, a cavala e o óleo 
de fígado de bacalhau são as melhores fontes. As formas de vitamina D que ocorrem 
naturalmente são o colecalciferol, de fonte animal (Fig.2), e o ergocalciferol, de fonte 
vegetal [44]. O ergocalciferol pode ser obtido a partir de cogumelos, por exemplo [45]. 
A vitamina D3 é mais eficaz do que a vitamina D2 em aumentar a concentração sérica 
de 25-hidroxivitamina D [25(OH)D], mantendo esses níveis por um período mais 
prolongado [46]. Após a ingestão, são incorporadas em kilomícrons, transportadas 
através do sistema linfático e, subsequentemente, libertadas na circulação venosa, onde 
se ligam a lipoproteínas. 
 
 
 
 
 
Figura 2. Molécula de colecalciferol 
Capítulo 3. Revisão da literatura 7 
 
 
A deficiência em vitamina D é surpreendentemente comum, e é presentemente um 
problema, especialmente nas populações dos climas nórdicos e nos idosos, que pode 
levar a uma série de condições patológicas como a osteoporose, fraqueza muscular, 
fracturas, cancros e doenças auto-imunes, infecciosas e cardio-vasculares. Mais 
recentemente, foi demonstrado que os níveis de vitamina D também podem ter impacto 
nas taxas de mortalidade, independentemente da causa de morte [47]. Factores 
associados a status baixo de vitamina D incluem síntese cutânea limitada de 
colecalciferol (estação do ano, latitude, pigmentação cutânea, uso de protector solar, 
idade), biodisponibilidade diminuída (má-absorção, obesidade), catabolismo aumentado 
(anticonvulsivantes, glicocorticoides, terapêutica retroviral), gravidez e amamentação, 
síntese diminuída de 25(OH)D (falência hepática) e síntese diminuída de 1,25-
dihidroxivitamina D [1,25(OH)2D] (doença renal crónica). Seja o que for que diminua a 
transmissão da radiação ultravioleta B (UVB) para a superfície da terra ou que interfira 
com a penetração da radiação UVB na pele afectará a síntese cutânea da vitamina D 
[6,48]. A pigmentação melânica da pele limita a penetração dos raios ultravioletas às 
camadas profundas da pele onde a vitamina D é sintetizada, sendo esta síntese menos 
eficiente nos indivíduos de raça negra [49-51]. De forma semelhante, um creme 
protector solar factor 15 absorve 99% da radiação UVB incidente, diminuindo a síntese 
de vitamina D3 em 99% [52]. A idade está associada a uma diminuição da concentração 
de 7-dihidrocolesterol da pele. Uma pessoa de 70 anos tem aproximadamente 25% da 
quantidade de 7-dihidrocolesterol de um adulto jovem e, portanto, uma capacidade 
reduzida em 75% de produzir vitamina D [48]. A obesidade está associada a deficiência 
de vitamina D por sequestro desta na grande quantidade de massa gorda, uma vez que a 
vitamina é lipossolúvel e prontamente sequestrada nos adipócitos [53]. Num estudo 
recente [54], verificou-se que os doentes oncológicos obesos, com índice de massa 
corporal superior a 30 kg/m2, apresentaram níveis séricos de 25(OH)D 
significativamente mais baixos, comparados com os não obesos. Níveis séricos 
inferiores a 21 ng/ml (52 nmol/l) são considerados insuficientes. Níveis compreendidos 
entre 21 e 29 ng/ml (52-72 nmol/l) podem ser considerados com indicando uma 
insuficiência relativa e níveis superiores a 29 ng/ml (72 nmol/l) são considerados 
adequados [35,55,56].  
 
Tem sido estimado que um bilião de pessoas no mundo apresenta deficiência ou 
insuficiência de vitamina D. De acordo com vários estudos [1-5], 40 a 100% de homens 
e mulheres idosos europeus e americanos são deficientes em vitamina D. 
Particularmente relevante para o potencial papel da vitamina D no cancro da mama, é o 
facto de que tanto a idade com a deficiência de estrogénios estarem associadas a um 
status baixo de vitamina D. A idade reduz a produção de colecalciferol na pele, 
enquanto a deficiência de estrogénios diminui a activação metabólica da vitamina D e a 
expressão do seu receptor, Receptor da Vitamina D (VDR) [6,7], estando assim as 
mulheres pós-menopausicas (população-alvo do cancro da mama) em maior risco de 
deficiência de vitamina D do que as mulheres mais novas. Num estudo de mulheres pós-
menopausicas em tratamento para a osteoporose [5], mais de 50% apresentaram níveis 
insuficientes (inferiores a 30 ng/ml) de 25(OH)D. O National Health and Nutrition 
Examination (NHANES) 2000-2004 apresentou dados do estado nutricional de vitamina 
D da população dos EUA [57]: no geral, os níveis séricos de 25(OH)D são mais 
elevados na população mais jovem em relação à mais idosa, nos homens em relação às 
mulheres e na população de raça branca em relação à de raça negra. Dependendo do 
Capítulo 3. Revisão da literatura 8 
grupo populacional, 1-9% apresentaram níveis séricos de 25(OH)D inferiores a 11 
ng/ml (27,5 nmol/l), 8-36% tinham níveis inferiores a 20 ng/ml (50 nmol/l) e a maioria, 
50-78%, apresentaram níveis inferiores a 30 ng/ml (75 nmol/l). Em relação aos valores 
do NHANES de 1988-1994, os níveis séricos de 25(OH)D diminuíram acentuadamente 
em todos os grupos [58]. 
 
 
3.2.1. Exposição solar, ingestão de vitamina D e cancro da mama  
 
As populações que vivem em latitudes mais altas têm um risco aumentado para linfoma 
de Hodgkin, assim como para cancro do cólon, pâncreas, ovário, mama e outros 
cancros, e têm maior probabilidade de morrer destes cancros, em comparação com as 
populações de mais baixas latitudes [59-62]. Outros investigadores publicaram a 
existência de uma variação geográfica na mortalidade por cancro da mama nos Estados 
Unidos, associada a medidas geográficas de radiação ultravioleta por mais de 9 anos 
[63]. As mortes por cancro da mama variaram entre baixas taxas nas zonas solarengas 
do sul e sudoeste e altas taxas em áreas com pouca exposição solar, como Nova Iorque. 
Relação inversa entre o ambiente de radiação ultravioleta e a mortalidade devida a 
cancro da mama, endométrio, ovário, próstata e rim, mieloma múltiplo e linfoma não-
Hodgkin tem sido reportada em vários países europeus [64]. Num estudo caso-controlo 
populacional [65], a relação entre fontes de vitamina D e risco de cancro da mama foi 
determinada em 972 doentes com cancro da mama a partir do Canadian Ontario Cancer 
Registry e 1135 controlos. Um risco reduzido de cancro da mama foi significativamente 
associado a exposições solares mais elevadas. Também se verificaram associações 
inversas ao risco de cancro da mama com o uso de óleo de fígado de bacalhau e alto 
consumo de leite. Isto, na faixa etária 10-19 anos. A associação foi mais fraca entre 20 e 
29 anos e não se verificou associação na faixa etária 45-54 anos. Estes resultados 
sugerem que as actividades exteriores e os alimentos ricos em vitamina D e suplementos 
podem ser cruciais na fase de desenvolvimento mamário, proporcionando uma 
protecção significativa contra o risco de cancro da mama. Um estudo prospectivo de 
incidência de cancro da mama em relação com a ingestão de vitamina D em mais de 
30000 participantes no Women´s Health Study [66] revelou que uma maior ingestão de 
vitamina D estava moderadamente associada a um menor risco de cancro da mama na 
pré-menopausa mas não na pós-menopausa. Outro estudo epidemiológico [67], com 
5009 mulheres, demonstrou que a exposição solar e a vitamina D da dieta estavam 
associadas a um risco reduzido de cancro da mama, mas esta associação era dependente 
da região de residência. O risco relativo foi calculado baseado em 190 casos que 
desenvolveram cancro da mama. A correlação entre a exposição à radiação solar e o 
risco de cancro da mama também foi sugerida noutros grandes estudos epidemiológicos 
[68-70], por exemplo, um deles [70] revelou que a incidência de cancro da mama foi 
mais elevada nas latitudes mais altas em ambos os hemisférios, e muitos estudos 
demonstraram uma relação inversa entre a ingestão de vitamina D e o risco de cancro da 
mama [66,67,71-75]. Num desses estudos [66], foram avaliadas mais de 30000 
mulheres com idade igual ou superior a 45 anos com follow-up de 10 anos, tendo sido 
constatado que uma ingestão elevada de cálcio e vitamina D reduziu o risco de cancro 
da mama nas mulheres pré-menopausicas em cerca de um terço, sendo esta associação 
mais forte para os tumores mais agressivos e não foi observada nas mulheres pós-
menopausicas. Noutro estudo [71], foram avaliadas 68567 mulheres pós-menopausicas 
do Cancer Prevention Study II Nutrition Cohort com um questionário detalhado e 
follow-up. Foram detectados 2855 cancros da mama, tendo sido encontrada uma 
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associação com um menor consumo de produtos lácteos. Outro estudo semelhante [72], 
avaliou a relação entre a ingestão de vitamina D e o risco de cancro da mama em 34321 
mulheres pós-menopausicas do Iowa Women´s Health Study, tendo sido concluído que 
o risco relativo de cancro da mama era mais baixo nas mulheres que consumiam mais 
de 800 UI/dia de vitamina D, em comparação com as que consumiam menos que 400 
UI/dia. Estes resultados sugerem que a ingestão diária de mais de 800 UI de vitamina D 
poderá associar-se a uma pequena diminuição do risco de cancro da mama. Num estudo 
caso-controlo populacional [73], foram examinados os efeitos da ingestão da vitamina 
D e cálcio no risco de cancro da mama em mulheres pré-menopausicas, tendo-se 
observado que a ingestão de vitamina D, mas não de cálcio, estava associada a uma 
diminuição do risco. Noutro estudo [74], mulheres pós-menopausicas foram 
randomizadas em 3 grupos, um com ingestão de 1400 a 1500 mg/dia de cálcio, outro 
com ingestão da mesma quantidade de cálcio associada a 1100 UI/dia de vitamina D e o 
terceiro grupo com placebo, e seguidas durante 4 anos. Após este período, as mulheres 
no grupo do tratamento combinado apresentaram um risco de cancro da mama 60% 
mais baixo, comparado com o placebo, e as mulheres no grupo da ingestão de cálcio 
isolado, 47% de redução em relação ao placebo. O Nurses Health Study [75], que 
realizou um follow-up de 16 anos a 88691 mulheres desde o questionário alimentar, 
providenciou informação interessante acerca da ingestão de cálcio, vitamina D e o risco 
de cancro da mama, que estaria diminuído nas mulheres pré-menopausicas com alta 
ingestão de cálcio e vitamina D. 
 
 
3.2.2. Níveis séricos de vitamina D e cancro da mama 
 
Vários estudos exploraram a possível associação entre baixos níveis séricos de 
metabolitos da vitamina D e o risco de cancro da mama e a progressão do cancro [8-
12,35]. Um estudo caso-controlo prospectivo, inserido no Nurses` Health Study [13], 
avaliou a relação entre os níveis de metabolitos de vitamina D, a 25(OH)D e a 
1,25(OH)2D, e o risco de cancro da mama, com um follow-up de 6 anos. Comparadas 
com os controlos, as doentes com cancro da mama apresentaram níveis séricos médios 
mais baixos de 25(OH)D. O nível sérico de 25(OH)D estava inversamente associado 
com o risco de tumores com receptores de estrogéneos e progesterona negativos, mas 
não com tumores com receptores de estrogéneos positivos. Embora os valores séricos de 
1,25(OH)2D também fossem baixos nos casos, não tinham significado quando 
comparados com os controlos. Outro estudo recente [14] demonstrou que os níveis de 
vitamina D associam-se inversamente ao risco de cancro da mama, independentemente 
do estado dos receptores. Foi realizada uma análise de várias publicações que 
associaram a 25(OH)D sérica ao risco de cancro da mama [8], parecendo haver uma 
associação inversa entre os níveis de vitamina D e o cancro da mama. Um estudo caso-
controlo alemão [9] com 1394 casos e 1365 controlos, agrupados segundo os níveis de 
25(OH)D, <30, entre 30 e 45, entre 45 e 60, entre 60 e 75 e >75 nmol/l, sugeriu um 
efeito protector forte da vitamina D em relação ao cancro da mama na pós-menopausa, 
com uma redução de cerca de 70% do risco nas mulheres com níveis superiores a 75 
nmol/l, em comparação com as que apresentavam níveis inferiores a 30 nmol/l. Mais 
recentemente, um estudo caso-controlo com 1026 doentes com cancro da mama e 1075 
controlos [15] com o intuito de avaliar a relação entre os níveis plasmáticos de 
25(OH)D e o risco de cancro da mama, revelou que a concentração média plasmática de 
25(OH)D foi de 27,1 ng/ml nos casos e de 29,7 nos controlos, concluindo que a 
concentração plasmática de 25(OH)D estava inversamente associada ao risco de cancro 
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da mama de uma forma concentração-dependente. Em comparação com as mulheres 
deficientes em vitamina D, níveis acima de 40 ng/ml estavam associados a uma 
diminuição de 40% no risco de cancro da mama invasivo, sendo esta diminuição no 
risco maior nas mulheres pós-menopausicas sugerindo os autores, ser esse o nível 
óptimo para prevenção do cancro da mama. Outro estudo, apresentado na reunião da 
American Society of Clinical Oncology (ASCO) de 2009 [16], analisou os níveis 
séricos de vitamina D e o estado nutricional de doentes oncológicos, tendo concluído 
que a deficiência de vitamina D é prevalente em doentes oncológicos, 
independentemente do estado nutricional (não houve diferença significativa entre os 
níveis de estado nutricional), sugerindo que deve ser feito o rastreio de deficiência de 
vitamina D nestes doentes. 
 
Há no entanto alguns estudos que não encontram essa associação. Num estudo recente 
[76], os níveis séricos de 25(OH)D e 1,25(OH)2D foram medidos entre 1993 e 2001 em 
mulheres pós-menopausicas do cohort Prostate, Lung, Colorectal and Ovarian Cancer 
Screening Trial. Após 3,9 anos de follow-up, os autores identificaram 1005 cancros da 
mama que foram comparados a 1005 controlos. Os riscos relativos de cancro da mama 
não foram estatisticamente significativos entre os valores mais altos e os mais baixos 
para ambos os metabolitos. Outro estudo [77] concluiu que a suplementação de cálcio e 
vitamina D não diminuiu a incidência de cancro da mama invasivo nas mulheres pós-
menopausicas e que os níveis de 25(OH)D não estavam associados a risco subsequente 
de cancro da mama. 
 
Em relação à progressão do cancro da mama, o papel da 1,25(OH)2D nos diversos 
estadios clínicos tem sido estudado. Num estudo [10], os níveis hormonais eram mais 
altos na doença precoce, desciam nas doentes normocalcémicas com metástases ósseas e 
eram mais baixos nas doentes hipercalcémicas. Nas doentes normocalcémicas com 
metástases ósseas submetidas a hormonoterapia, os níveis séricos de 1,25(OH)2D 
desciam nas doentes com progressão de doença num período de 6 meses, enquanto se 
mantinham estáveis nas que respondiam ao tratamento. Outra publicação, destinada a 
clarificar o papel da vitamina D na progressão do cancro [11], realizou a medição dos 
níveis séricos de 25(OH)D no cancro da mama precoce e avançado, sendo estes 
significantemente mais elevados na doença precoce. Pode ser especulado que a hormona 
controla o crescimento tumoral secundário ou que a sua síntese diminui à medida que o 
crescimento tumoral progride. Recentemente, foi publicado um estudo prospectivo [35] 
que avaliou os níveis de 25(OH)D e o risco de recorrência à distância e morte com 512 
doentes e um follow-up médio de 11,6 anos. Baixos níveis de vitamina D foram 
associados a um risco mais elevado de metástases à distância e pior sobrevivência 
(22,7% apresentaram recorrência à distância e 20,7% morreram durante o follow-up). 
Baixos níveis de vitamina D foram significativamente associados a status pré-
menopausa, alto índice de massa corporal, altos níveis de insulina e alto grau tumoral. A 
sobrevivência livre de doença foi pior nas doentes com níveis deficientes de vitamina D, 
em comparação com as doentes com níveis adequados. Esta associação foi independente 
da idade, índice de massa corporal, status de receptores de estrogéneos, estadio TNM e 
grau tumoral. Outro estudo [12] avaliou os efeitos anti-proliferativos de suplementar 
com 1,25(OH)2D, por um período de 30 dias, 21 doentes pós-menopausicas com cancro 
da mama, através da medição do tamanho do tumor, da taxa de proliferação celular 
(expressão Ki67) e dos níveis séricos de 1,25(OH)2D. Não houve diferença nos níveis 
de 1,25(OH)2D e nas dimensões tumorais avaliadas por ecografia antes e após a 
suplementação. Nos tumores G1, houve uma pequena redução na expressão de Ki67 e 
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houve uma redução significativa dessa expressão nos tumores GII após o tratamento, 
um indício do seu efeito anti-proliferativo. Estes resultados correlacionam-se com 
estudos in vitro que mostram que a 1,25(OH)2D afecta o fenótipo do cancro da mama e 
reverte as características mioepiteliais associadas a formas mais agressivas e a pior 
prognóstico [25]. Num estudo prospectivo multicêntrico [17] com 1183 doentes 
sobreviventes de cancro da mama, verificou-se uma elevada prevalência de níveis 
insuficientes (69,4%) ou francamente deficientes (6,2%) de vitamina D, sendo que as 
mulheres com cancro invasivo apresentavam níveis mais baixos do que as com doença 
in situ, embora a possibilidade do estadio da doença estar independentemente associado 
à vitamina D necessite de mais investigação. Muito recentemente, foram publicados os 
resultados de um estudo prospectivo [18] que avaliou 512 doentes com cancro da mama 
em estadio precoce em relação aos níveis de vitamina D e que demonstrou que os níveis 
eram deficientes (<50 nmol/L) em 37,5%, insuficientes (entre 50 e 72 nmol/L) em 
38,5% e suficientes (>72 nmol/L) em 24%. As doentes com níveis deficientes 
apresentaram um risco aumentado de recorrência à distância e morte, comparadas com 
as que apresentavam níveis suficientes.  
 
No entanto, um estudo recente, apresentado na reunião da ASCO de 2009 [78], analisou 
607 doentes pós-menopausicas com cancro da mama, do ensaio NCIC-CTG MA 14, 
avaliando os níveis de 25(OH)D séricos e o prognóstico, e não foi encontrada 
associação entre os níveis de vitamina D e a sobrevivência livre de doença (recorrência). 
 
 
3.3. Metabolismo da Vitamina D 
 
O primeiro passo na activação metabólica da vitamina D é a hidroxilação do carbono 
25, que ocorre no fígado pela acção das 25-hidroxílases mitocondreais e microssómicas 
(codificadas pelos genes CYP27A1, CYP2R1, CYP3A4, CYP2J3) [79,80]. O 
metabolito resultante, a 25-hidroxicolecalciferol [25(OH)D3], é 1α-hidroxilado no rim 
pela 1α-hidroxílase mitocondrial (codificada pelo gene CYP27B1), originando a 
hormona activa 1,25 dihidrocolecalciferol ou calcitriol [1,25(OH)2D3] [79] (Fig. 3). A 
25-hidroxilação da vitamina D é pouco regulada. Os níveis de 25(OH)D aumentam na 
proporção da ingestão de vitamina D (sendo armazenada no tecido adiposo) e, por essa 
razão, os níveis plasmáticos de 25(OH)D são usados como um indicador do status de 
vitamina D [43]. A 1α-hidroxílase renal é fortemente regulada, sendo isto consistente 
com a potente actividade do seu produto na homeostasia do cálcio. O cálcio da dieta 
pode regular a enzima directamente, através de alterações no cálcio sérico e, 
indirectamente, alterando os níveis de hormona paratiróide (PTH) [81-83]. A restrição 
do fosfato da dieta também aumenta a actividade da 1α-hidroxílase renal [84,85]. 
 
A 25(OH)D e a 1,25(OH)2D são catabolizadas pela enzima citocromo P450, 24-
hidroxílase (codificada pelo gene CYP24A1), nos metabolitos 24,25(OH)2D e 
1,24,25(OH)2D, respectivamente [79,86]. A 24-hidroxílase é regulada de uma forma 
recíproca à da 1α-hidroxílase. A sua actividade e expressão são aumentadas pelo fosfato 
e pela vitamina D [87] e reduzidas pela PTH [88].  
 
Os metabolitos da vitamina D são moléculas lipofílicas com baixa solubilidade aquosa, 
que têm que ser transportados na circulação ligados a proteínas plasmáticas. A mais 
importante destas proteínas transportadoras é a Vitamin D Binding Protein (DBP), que 
se liga aos metabolitos por ordem de afinidade 25(OH)D = 24,25(OH)2D > 1,25 
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(OH)2D > vitamina D [89,90]. Os níveis plasmáticos de DBP são vinte vezes superiores 
à quantidade total de metabolitos de vitamina D e mais de 99% dos compostos 
circulantes de vitamina D estão ligados às proteínas, principalmente ao DBP, embora a 
albumina e as lipoproteínas contribuam em menor grau. Os metabolitos de vitamina D 
ligados ao DBP têm acesso limitado às células-alvo e, assim, são menos susceptíveis ao 
metabolismo hepático e subsequente excreção biliar, levando a uma maior semi-vida 
circulante [90]. Apenas a pequena fracção dos metabolitos não ligados parece entrar nas 
células-alvo para ser metabolizada ou exercer actividade biológica. Para a 1,25(OH)2D 
e os seus análogos, a actividade biológica foi correlacionada com a concentração de 
hormona livre [91,92]. Uma vez dentro das células, o destino metabólico da 25(OH)D 
depende da expressão e/ou actividade das 24 e 1α hidroxílases. Em células com altos 
níveis de 24-hidroxílase, predomina a formação de 24,25(OH)D e subsequente 
catabolismo. Mas, nas células que contêm 1α-hidroxílase funcional, pode haver 
conversão de 25(OH)D para 1,25(OH)2D que se pode ligar ao Vitamin D Receptor 
(VDR) e mediar efeitos regulatórios celulares específicos de uma forma autócrina. A 
25(OH)D praticamente não tem efeito directo no VDR porque a sua ligação é apenas 
2% da da 1,25(OH)2D e devido ao facto da 25(OH)D estar cerca de 1000 vezes mais 
fortemente ligada ao DBP sérico [93]. Os níveis de DBP não são regulados pela 
vitamina D. Existe diminuição de DBP na presença de doença hepática, síndrome 
nefrótico e malnutrição, e aumento durante a gravidez e no decurso de terapêutica com 
estrogéneos [94]. A 25(OH)D não difunde simplesmente para dentro das células 
tubulares proximais renais que contêm a 1α-hidroxílase. A 25(OH)D ligada ao DBP 
entra nestas células via endocitose mediada pela megalina [95]. A megalina faz parte de 
um complexo de proteínas que facilitam a endocitose, como a receptor-associated 
protein (RAP) e a cubilina [96,97].  
 
 
 
Figura 3. Metabolismo da vitamina D 
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3.3.1. Metabolismo da vitamina D e cancro da mama 
 
A 1α-hidroxílase tem sido encontrada em muitas células e tecidos, incluindo a próstata, 
a mama, o cólon, o pulmão, as células β pancreáticas, os monócitos e as células 
paratiroideias, sugerindo que os efeitos não clássicos da vitamina D podem estar ligados 
à expressão tecido-específica da 1α-hidroxílase e à síntese local de 1,25(OH)2D. Então, 
essa 1,25(OH)2D produzida fora do rim serve primariamente como um factor 
autócrino/parácrino com funções celulares específicas [22,23]. Tais acções locais 
podem incluir a regulação da proliferação celular, a diferenciação e a apoptose. Dado os 
efeitos regulatórios negativos da 1,25(OH)2D no crescimento da glândula mamária, a 
identificação de 1α-hidroxílase e a conversão local da 25(OH)D para 1,25(OH)2D nas 
células mamárias [24] tem implicações significativas no que respeita ao 
desenvolvimento, progressão e tratamento do cancro da mama. A regulação da 1α-
hidroxílase em locais extra-renais é bastante diferente da enzima renal, sendo isto 
consistente com as funções autócrinas/parácrinas da 1,25(OH)2D produzida localmente. 
As taxas de síntese e degradação da 1,25(OH)2D estão sob o controlo de factores locais, 
isto é, citocinas e factores de crescimento, que optimizam os níveis da hormona para 
estas acções específicas de célula, através de mecanismos incompletamente 
compreendidos [98]. Os níveis de 25(OH)D (como precursor) serão o maior factor 
limitante para a síntese extra-renal de 1,25(OH)2D. Foi observado aumento da 
expressão do CYP27B1 no cancro da mama [99] e da próstata [100], assim como nos 
estadios iniciais do cancro do cólon bem a moderadamente diferenciado; mas encontra-
se diminuída nos cancros do cólon mal diferenciados [101,102]. A expressão aumentada 
de CY27B1 em tecidos tumorais pode prover a conversão local de 25(OH)D para 
1,25(OH)2D [24,99]. Mas a expressão de ARNm da CYP24A1 (que codifica a 
24Ohase) está aumentada em tumores e pode contrariar a actividade anti-proliferativa 
da 1,25(OH)2D ao diminuir os seus níveis [103,104]. A região cromossómica 20q13.2, 
contendo o gene CYP24A1 está amplificada em tumores mamários humanos, sendo que 
esta amplificação pode levar a níveis séricos reduzidos de 1,25(OH)2D, providenciando 
um micro-ambiente propício ao crescimento celular na ausência do controlo de 
crescimento mediado pela vitamina D [105]. Também se verificou que a expressão do 
ARNm do CYP24A1 está aumentada em amostras de cancros do pulmão, do cólon e do 
ovário, sugerindo que os níveis de 1,25(OH)2D estariam reduzidos nestes casos [106]. 
A 24-hidroxílase está presente na maioria dos tecidos-alvo da vitamina D e é expressa 
nas células de cancro da mama [107].  
 
Foi demonstrado que as células epiteliais mamárias humanas expressam megalina e 
cubilina e a entrada de DBP foi observada em células mamárias in vitro, estando esta 
entrada de DBP correlacionada com a transactivação do VDR mediada pela 25(OH)D 
[108]. 
 
 
3.4.  Receptor da Vitamina D - VDR 
 
A maior parte das actividades biológicas da 1,25(OH)2D requer um receptor de alta 
afinidade, o “Vitamin D Receptor” (VDR), um membro antigo da superfamília dos 
receptores nucleares para hormonas esteróides (Fig. 4). Através da ligação ao VDR, a 
1,25(OH)2D exerce activação e repressão da transcrição dos genes-alvo. O VDR regula 
a expressão génica de uma forma ligando-dependente [109,110]; actua como um factor 
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de transcrição activado por um ligando. Os domínios funcionais do VDR são o ADN 
binding domain, próximo ao terminal N, o ligand binding domain, localizado na porção 
terminal COOH da molécula, locais de heterodimerização com o Retinoid X Receptor 
(RXR), sinais de localização nuclear e locais de transactivação (AF1 e AF2). Os 
domínios envolvidos no controlo da transcrição génica são o ligand binding, a 
heterodimerização com o RXR, a ligação do heterodímero aos Vitamin D Response 
Elements (VDREs) nas zonas promotoras dos genes responsivos à 1,25(OH)2D e o 
recrutamento das VDR interacting nuclear proteins (co-reguladores) para o complexo de 
pré-iniciação transcripcional (que aumentam ou reprimem a taxa de transcrição génica 
pelo VDR). Assim, a 1,25(OH)2D exerce os seus efeitos biológicos ligando-se ao VDR 
e formando um heterodímero com o RXR. Na ausência de ligando, a maior parte do 
VDR está presente no citoplasma. A ligação do ligando ao VDR induz a 
heterodimerização VDR-RXR e translocação do complexo para o núcleo, onde promove 
a transcrição de genes que tenham um VDRE na sua região promotora [111]. 
 
O ligand binding domain é responsável pela ligação de alta afinidade da 1,25(OH)2D. A 
25(OH)D e a 24,25(OH)2D ligam-se 100 vezes menos avidamente [112]. O anel A 
contendo o grupo 1α-hidroxilo é a porção da molécula de 1,25(OH)2D responsável pela 
ligação ao VDR. A molécula de VDR está protegida da degradação proteossómica pela 
ligação ao ligando [113].Após a ligação do VDR ao ligando, o reposicionamento da 
hélice 12 no terminal COOH do domínio ligand binding, conhecida como Activation 
Function 2 (AF2) dependente de ligando, leva a uma alteração conformacional da 
estrutura tridimensional do VDR. Este passo da activação parece ser necessário para o 
recrutamento pelo VDR de Motor Proteins responsáveis pela translocação rápida do 
VDR citoplasmático para o núcleo através de microtúbulos [114,115]. 
 
A associação selectiva entre o VDR e o RXR envolve superfícies de dimerização em 
três diferentes domínios da molécula de VDR e induz uma conformação do VDR que é 
essencial para a função de transactivação do VDR. 
 
O ADN binding domain está organizado em dois zinc-nucleated modulos, os zinc finger 
DNA binding motifs, que são responsáveis pela interacção de alta afinidade com 
sequências de ADN específicas na região promotora dos genes-alvo da 1,25(OH)2D, 
chamadas vitamin D-responsive elements (VDREs). O tipo de VDRE mais comum, 
designado DR3, é composto por dois hexanucleotídeos repetidos, separados por um 
número variável de nucleotídeos (GGTCCA-NNN-GGTCCA). O complexo activado 
1,25(OH)2D-VDR-RXR liga-se a estes VDREs na regiões promotoras dos genes-alvo. 
Para a activação transcripcional, o VDR ocupa o braço 3´ e o RXR liga-se ao braço 5´  
do VDRE [79,116]. 
 
A vitamina D, através da ligação ao VDR, pode regular positivamente a expressão de 
certos genes, ligando-se aos VDREs presentes nas suas regiões promotoras, ou regular 
negativamente a expressão de outros genes, ligando-se a VDREs negativos. Os genes 
cuja expressão é induzida pelos ligandos do VDR incluiem genes envolvidos na 
formação da matriz óssea e remodelação óssea e outros genes relacionados com as 
acções não clássicas da vitamina D, tais como, a molécula de adesão celular integrina 
β3, o supressor tumoral p21, a calbindina-9K, a 24-hidroxílase, o CYP3A4, a 
involucrina, a fosfolípase Cγ1 e o IGF binding protein-3. Os genes que são regulados 
negativamente em resposta à vitamina D e aos seus análogos são genes cujos produtos 
são conhecidos pelas suas funções inflamatórias, como algumas citocinas (IL-2, IL-12, 
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TNF-α, interferon-γ e o granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), e pró-
proliferativas, como o epidermal growth factor receptor, o c-myc e o K16 [117-119]. 
 
Existem proteínas co-factores que têm a capacidade de modular a expressão génica 
mediada pelo VDR. Estas proteínas possuem actividades enzimáticas intrínsecas 
modificadoras da cromatina, actuam como uma plataforma para o recrutamento de 
proteínas modificadoras da cromatina e recrutam factores de transcrição basais para os 
promotores [79]. Actuam como uma ponte entre o heterodímero VDR-RXR e a 
maquinaria de transcrição. Esses co-factores podem ser co-activadores ou co-
repressores. A ligação da 1,25(OH)2D induz fosforilação e alterações conformacionais 
no VDR que causa a libertação de co-repressores [tais como os nuclear receptor co-
repressors – NcoRs – e o silencing mediator for retinoid and thyroid hormone receptors 
(SMRT)-histone deacetylase (HDAC) complex] que mantêm a cromatina num estado de 
repressão da transcrição [120]. A alteração conformacional também reposiciona os 
domínios Activation Function 2 (AF2) do VDR de forma a ligarem-se a co-activadores 
estimulatórios, consistindo nos steroid receptor coactivators (SRCs), no nuclear 
coactivator 62 Kda-SKI-interacting protein (Nco A62-SKIP) e nos modificadores da 
cromatina CREB binding protein (CBP)-p300 e PBAF (polybromo-e SWI-2-related 
gene 1 associated factor) que acetilam histonas nos nucleossomas para preparar o ADN 
para a transcrição [121]. Uma vez desreprimida a cromatina, as vitamin D receptor-
interacting proteins (DRIPs) formam um complexo que se liga ao domínio AF2 do VDR 
e interactuam com a maquinaria da transcrição, como o transcription factor 2B (TF2B) e 
a polimerase II-RNA, e iniciam a transcrição. 
 
 
 
 
Figura 4. Receptor nuclear da vitamina D 
 
 
3.4.1. VDR e cancro da mama 
 
O VDR foi originalmente encontrado nos orgãos-alvo clássicos da vitamina D 
envolvidos na homeostasia mineral, como o intestino, o osso, o rim e as glândulas 
paratiroideias. Posteriormente, o VDR foi detectado em muitos outros tecidos e tipos 
celulares, incluindo a pele, o pâncreas, a próstata, a glândula mamária e células 
transformadas de uma grande variedade de tipos tumorais. Investigação extensa 
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demonstrou que as células tumorais expressam VDR, que pode regular mais de 60 
genes envolvidos na diferenciação celular, em efeitos anti-proliferativos e anti-
metastáticos [122]. Na glândula mamária, o VDR está presente em todos os tipos 
celulares da glândula (células epiteliais basais e luminais, células estromais) mas a sua 
expressão não é uniforme no tempo e no espaço [19]. Durante a puberdade, observa-se 
uma coloração fraca do VDR nas populações proliferativas e uma coloração forte nas 
populações diferenciadas. Durante a gravidez e lactação, a expressão do VDR aumenta 
na glândula mamária [20]. Este efeito sugere um papel para a 1,25(OH)2D na 
proliferação e diferenciação da glândula. Na senescência, na involução da glândula (um 
processo que envolve remodulação tecidular e apoptose extensas), existe um aumento 
marcado da expressão do VDR nas células epiteliais, indicando um papel funcional para 
o VDR na apoptose fisiológica. O VDR é expresso em baixos níveis na glândula 
mamária de ratos virgens e essa expressão está aumentada em resposta a hormonas que 
induzem diferenciação, como o cortisol, a prolactina e a insulina [21]. Os níveis mais 
altos de VDR na mama são observados durante a lactação, sendo máximos no terceiro 
dia pós-parto, quando a concentração de cálcio no leite é mais alta [20]. A concentração 
de 1,25(OH)2D circulante está aumentada durante a gravidez e lactação e, como já 
referido, foi demonstrada a presença de 1α-hidroxílase no tecido mamário normal, 
sugerindo um papel para a 1,25(OH)2D na diferenciação e produção láctea pela 
glândula mamária.  
 
A análise do desenvolvimento da glândula mamária de ratos VDR-Knock-Out (VDR-
KO) demonstrou um crescimento acelerado e maior ramificação do que nos wild-type; 
além disso, as glândulas de ratos VDR-KO exibiram aumento do crescimento em 
resposta a estrogéneos exógenos e progesterona [19,123]. Também se verificou uma 
involução glandular atrasada nos ratos VDR-KO em relação aos wild-type [19] e uma 
percentagem aumentada de lesões mamárias pré-neoplásicas induzidas pelo 
carcinogéneo químico DMBA nas glândulas de ratos VDR-KO, comparada com ratos 
wild-type [124]. Houve um aumento da incidência de desenvolvimento de tumores 
mamários com receptores de estrogéneos negativos em resposta ao DMBA nestes ratos 
VDR-KO, assim como tumores nos gânglios linfáticos e pele [125]. Vários estudos 
demonstraram que uma grande proporção de biópsias de cancros da mama contêm VDR 
[126,127], parecendo haver uma associação entre os níveis de VDR e o prognóstico, na 
medida em que o status de receptor do tumor pode estar relacionado com a 
sobrevivência livre de doença [128,129]. O VDR é expresso em muitas linhas celulares 
de cancro da mama, tumores mamários do rato induzidos por carcinogénios, tecido 
mamário normal e cancros da mama. Mais, em tecidos de cancro da mama, foram 
observados níveis mais elevados de RXR e VDR do que no tecido mamário normal 
[33,130]. Há autores que propõem que o complexo 1,25(OH)2D-VDR induz um 
programa de genes que suprime a proliferação e estimula a diferenciação na glândula 
mamária normal e que uma desregulação da expressão génica mediada pelo VDR 
possivelmente predispõe as células para a transformação [44]. 
  
 
3.5. Acções da Vitamina D 
 
A descoberta de que muitos tecidos e células no organismo contêm um receptor de 
vitamina D e de que vários possuem a maquinaria enzimática para converter a forma 
primária em circulação de vitamina D, a 25(OH)D, para a forma activa, a 1,25(OH)2D, 
providenciou novos conhecimentos em relação às acções desta vitamina (Fig. 5). 
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Figura 5. Acções da vitamina D  
 
 
Classicamente, a vitamina D é considerada fundamental para a homeostasia do cálcio e 
saúde do osso. O sistema endócrino da vitamina D é um componente essencial das 
interacções entre o rim, o osso, a glândula paratiroide e o intestino que mantêm os 
níveis de cálcio extracelular dentro de limites apertados, um processo vital para a 
fisiologia celular normal e a integridade do esqueleto [131]. A vitamina D aumenta as 
concentrações de cálcio sérico através de três mecanismos: primeiro, induz as proteínas 
envolvidas na absorção intestinal do cálcio; estimula também a absorção intestinal 
activa do fosfato. Segundo, as concentrações sanguíneas do cálcio mantêm-se dentro 
dos limites normais mesmo quando não há ingestão de cálcio na dieta; quando não há 
absorção intestinal de cálcio, a vitamina D estimula os osteoblastos a produzir o 
receptor activator nuclear factor-KB ligand (RANKL) que estimula a osteoclastogénese 
e activa os osteoclastos em repouso para a reabsorção óssea [132]. Assim, a hormona 
vitamina D tem um papel importante em permitir a mobilização do cálcio do osso, 
quando este está ausente da dieta. Tanto a vitamina D como a hormona paratiroide são 
necessárias para esta mobilização [82]. Terceiro, o túbulo renal distal é responsável pela 
reabsorção do último 1% do cálcio filtrado e as duas hormonas interagem para estimular 
a reabsorção deste último 1% de carga de cálcio filtrado [133]. 
 
Em relação às acções não clássicas, evidências genéticas, nutricionais e epidemiológicas 
associam anomalias no sistema endócrino da vitamina D a doenças não relacionadas 
com a homeostasia do cálcio, desde a hipertensão até à susceptibilidade a infecções, 
doenças autoimunes e cancro [134]. Os alvos para a vitamina D incluem o sistema 
nervoso central, a pele e os folículos pilosos, o sistema imune e as glândulas endócrinas. 
A nível celular, a vitamina D afecta a proliferação, a diferenciação e a apoptose de 
células normais e transformadas. 
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3.5.1. Efeitos anti-proliferativos e pró-diferenciação: 
 
O sistema 1,25(OH)2D3 – VDR aprisiona o ciclo celular na transição G1-G0, através de 
múltiplos mecanismos. A progressão através do ciclo celular é regulada pelas ciclinas e 
pela sua associação com as cyclin dependent kinase (CDK) e os inibidores das CDK 
(CKIs). A expressão dos CKIs p21 e p27 inibe a proliferação, em parte por induzir a 
paragem do ciclo celular em G1 e saída do ciclo celular (G0). Os inibidores das CDK 
p21 e p27 são alvos genéticos do complexo 1,25(OH)2D-VDR em muitos tipos 
celulares [135,136], tendo sido identificado um VDRE no promotor da p21 [119]. A 
1,25(OH)2D induz a transcrição génica do CKI p21, o que parece ser suficiente para 
parar o crescimento e promover a diferenciação em células da linha monócito-
macrófago; a activação da transcrição do CDKN1A (que codifica o CKI p21) pelo 
complexo 1,25(OH)2D – VDR induz a saída do ciclo celular (diferenciação) e a 
paragem do ciclo celular em células humanas mielomonocíticas U937 [119]. A 
1,25(OH)2D induz também a síntese e/ou estabilização do CKI p27 (codificado pelo 
CDKN1B), através de interacções do VDR-Sp1 no promotor da p27 e pela redução, 
induzida pelo VDR, da actividade CDK2 e SKIP2, os principais factores responsáveis 
pela degradação da p27 [137].  
 
Um mecanismo adicional pelo qual os derivados da vitamina D podem influenciar o 
crescimento das células tumorais é através da modulação da sinalização dos factores de 
crescimento. O complexo 1,25(OH)2D –VDR bloqueia a sinalização mitogénica dos 
estrogéneos, do Epidermal Growth Factor (EGF), do Insulin-Like Growth Factor I 
(IGF-I) e regula para cima factores de crescimento negativos como o Transforming 
Growth Factor-β (TGF-β) [138-141].  
 
 
3.5.2. Efeitos pró-apoptóticos: 
 
Em associação aos efeitos anti-proliferativos, há evidências crescentes de que a 
1,25(OH)2D exerce efeitos anti-tumorais ao regular mediadores-chave da apoptose, 
como a repressão da expressão das proteínas anti-apoptóticas Bcl2 e BclXL, e a indução 
da expressão de proteínas pró-apoptóticas, como a BAX, a BAK e a BAD. Além de 
regular a expressão da família Bcl2, a 1,25(OH)2D pode também activar directamente 
as moléculas efectoras caspases, embora não seja claro se a apoptose induzida pela 
vitamina é dependente das caspases [142]. Nos tecidos normais, as propriedades pro-
apoptóticas da 1,25(OH)2D são críticas no controlo do crescimento hiperplásico. No 
tecido mamário normal, o controlo da apoptose pelo complexo 1,25(OH)2D – VDR  
através da indução da caspase 3 e BAX é necessário durante a gravidez, lactação e 
involução pós-lactação [123]. 
 
 
3.5.3. Efeitos anti-angiogénicos 
 
A 1,25(OH)2D também tem efeitos directos sobre as células endoteliais, inibindo a 
proliferação das mesmas e reduzindo a angiogénese in vivo, sendo este outro factor de 
actividade anti-tumoral da vitamina D observado em modelos animais de cancro. 
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3.5.4. Acções da vitamina D e cancro da mama 
 
O papel protector da vitamina D no cancro foi sugerido por associações epidemiológicas 
fortes entre cancros da próstata, da mama e do cólon e deficiência em vitamina D. Mais, 
estudos usando sistemas modelo de carcinoma de células escamosas [28], 
adenocarcinoma prostático [29], cancro do ovário [30], cancro da mama [31] e cancro 
do pulmão [32] mostraram que a administração de 1,25(OH)2D ou análogos da 
vitamina D apresentava efeitos anti-tumorais significativos. Foi demonstrado que a  
1,25(OH)2D e os seus análogos sintéticos inibem a proliferação de células de cancro da 
mama in vitro e a progressão tumoral in vivo [33]. Estudos com animais também 
suportam o conceito que a sinalização da vitamina D reduz o desenvolvimento de 
cancro mamário. Ratos alimentados com dietas pobres em vitamina D e cálcio 
desenvolveram hiperproliferação e/ou aumento da taxa de formação de tumores no 
cólon, próstata e glândula mamária [34]. A 1,25(OH)2D induz paragem do ciclo celular, 
diferenciação e apoptose em células de cancro da mama, tanto receptores de estrogéneos 
positivas como negativas [24-27]. Os efeitos antiproliferativos de 1,25(OH)2D resultam 
de alterações em reguladores chave do ciclo celular que culminam na defosforilação da 
proteína do retinoblastoma (pRb) e paragem em G0/G1. 
 
O tratamento de células de cancro da mama humano MCF7 com 1,25(OH)2D aumenta a 
expressão do CDKN1A e do CDKN1B e reprime o CCND1 (que codifica a ciclina D1), 
o CCND3 (que codifica a ciclina D3), o CCNA1 (que codifica a ciclina A1) e o CCNE1 
(que codifica a ciclina E1), levando à inibição da actividade CDK e hipofosforilação do 
pRb [143,144]. O tratamento de células de cancro da mama com receptores de 
estrogénios positivos MCF-7 com 1,25(OH)2D induz a paragem do ciclo celular em 
G0/G1, sendo este efeito acompanhado de aumento da expressão de CKIs e de 
fosforilação da proteína retinoblastoma [144]. Foi documentado o aumento da expressão 
da p21, a nível do RNAm e proteico, associada à paragem em G1 mediada pela 
1,25(OH)2D ou seus análogos sintéticos [145,146]. Os efeitos da 1,25(OH)2D na p27 
parecem variar com o tipo celular. Alguns estudos mostraram não haver variação nos 
níveis de p27 em células MCF-7 humanas tratadas com 1,25(OH)2D ou o seu análogo 
EB1089 [136,144,145], mas outro estudo demonstrou um aumento deste inibidor [143]. 
Um aumento na expressão da p27 foi também observado em resposta ao tratamento com 
o análogo EB1089 nas células de cancro da mama BT20 e ZR-75-1 [136]. Muitos 
estudos dos efeitos da vitamina D nas células de cancro da mama têm sido feitos em 
células MCF-7 que são receptores de estrogénios positivas. A sensibilidade à 
1,25(OH)2D é geralmente demonstrada como sendo maior em células de cancro da 
mama que expressam receptores de estrogénios do que naquelas que não os expressam 
[147]. No entanto, células de cancro da mama com resistência anti-estrogénica e células 
negativas para receptores de estrogénios retêm sensibilidade à paragem do ciclo celular 
mediada pela 1,25(OH)2D [148-150]. Tem sido demonstrado que a transcrição de 
vários outros genes é afectada pela 1,25(OH)2D no cancro do cólon, do ovário e células 
leucémicas. Por exemplo, a activação do gene do growth arrest and ADN damage 
(GADD45) [151], que está envolvido na resposta à lesão do ADN, a repressão do 
TYMS (que codifica a timidilato sintetase) [152] e do TK1 (que codifica a timidina 
cinase), que estão envolvidos na replicação do ADN, e a activação da família INK4 de 
inibidores ciclin D-dependent kinase, que medeiam a paragem do ciclo celular em G1 
[153]. O tratamento com 1,25(OH)2D também resulta na repressão do proto-oncogene 
C-myc, o que contribui de forma significativa para os efeitos anti-proliferativos da 
1,25(OH)2D [144]. Embora pareça haver uma inibição da progressão do ciclo celular 
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das células tumorais tratadas com 1,25(OH)2D, a base molecular precisa para este efeito 
difere de acordo com o tipo de célula tumoral, de tal forma que uma hipótese 
unificadora em relação ao exacto mecanismo de perturbação do ciclo celular mediado 
pela 1,25(OH)2D não foi ainda possível.  
 
Nos tumores em que o crescimento é dirigido pelo aumento da expressão do 
Transforming Growth Factor α / Epidermal Growth Factor Receptor (TGFα / EGFR), a 
1,25(OH)2D induz o sequestro do EGFR activado pelo ligando para dentro de 
endossomas, reduzindo assim os sinais de crescimento do EGFR activado pelo ligando 
na membrana celular, e a transactivação, pelo EGFR, do gene da ciclina D1 no núcleo 
[138]. Está bem documentado que as células de cancro da mama elaboram e respondem 
a uma variedade de factores de crescimento parácrinos/autócrinos. O análogo da 
vitamina D, EB1089, consegue reverter os efeitos estimulatórios de crescimento do 
EGF [154] e foi demonstrada regulação dos níveis do receptor de EGF pela 
1,25(OH)2D [155]. Em muitas células epiteliais, incluindo as células de cancro da 
mama, o TGF-β tem-se revelado um regulador negativo do crescimento e, assim, 
espera-se que o aumento da actividade de TGF-β diminua o crescimento das células 
tumorais mamárias. É interessante que tem sido demonstrado que a 1,25(OH)2D 
aumenta a expressão de TGF-β1 em células de cancro da mama [156]. Estudos in vitro 
com células de cancro da mama BT-20 e MCF-7 demonstraram um aumento dose-
dependente no ARNm de TGF-β1 e na proteína TGFβ secretada no meio, em resposta 
ao tratamento com 1,25(OH)2D ou EB1089, sendo o análogo mais potente [157]. O 
IGF-I é um mitogéneo potente e factor de sobrevivência para muitos tipos de células, 
incluindo o epitélio mamário normal e as células de cancro da mama [158]. O IGF-I 
contribui para a perda da regulação do crescimento, ao inibir a morte celular nas células 
tumorais. Níveis altos de IGF-I plasmáticos estão associados a um risco aumentado de 
cancro da mama em mulheres pré-menopausicas [159] e o receptor de IGF-I apresenta 
expressão aumentada em muitas linhas celulares de cancro da mama [160]. Estudos com 
linhas celulares de cancro da mama indicaram que os compostos de vitamina D são 
capazes de bloquear os efeitos mitogénicos da IGF-I. Este efeito é acompanhado de uma 
diminuição na proliferação e de um aumento na apoptose [161,162]. 
 
Tem sido reportado que a 1,25(OH)2D diminui a expressão de Bcl2 nos tumores 
mamários MCF7 e nas células leucémicas HL-60, e aumenta a expressão de BAX e 
BAK no cancro prostático, no adenoma colo-rectal e em células de carcinoma [142]; nas 
células MCF-7, induz a redistribuição da proteína BAX do citosol para a mitocôndria 
[27,163]. A 1,25(OH)2D também aumenta as propriedades pro-apoptóticas e anti-
tumorais da radiação ionizante nas células tumorais mamárias MCF7 e a apoptose 
induzida pelo TNF-α nas mesmas células, através de mecanismos caspase-dependentes 
e independentes [164,165]. O TNF-α induz a apoptose nas células MCF-7 por uma via 
bem definida que é despoletada pela activação do TNF-R1, um “death receptor” da 
superfície celular, cuja sinalização está ligada à activação de caspases.Também foi 
demonstrado que os compostos de vitamina D potenciam a apoptose induzida pela 
adriamicina e pelo taxol, assim como pela radiação [166-168]. Outro mecanismo de 
apoptose mediado pela 1,25(OH)2D no cancro epitelial do ovário foi proposto [169], no 
qual a 1,25(OH)2D  desestabiliza o ARNm da transcríptase inversa da telomerase 
(telomerase reverse transcriptase – TERT), induzindo assim a apoptose pela diminuição 
da actividade da telomerase. 
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Em relação aos efeitos anti-angiogénicos da 1,25(OH)2D [170,171], verificou-se que a 
formação de tubos de células endoteliais e o crescimento tumoral induzidos pelo 
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) são inibidos in vivo pela administração de 
1,25(OH)2D [172]. Observa-se uma inibição significativa da metastização em modelos 
de próstata e pulmão tratados com 1,25(OH)2D e estes efeitos podem ser, em parte, 
devidos às acções anti-angiogénicas [29,32]. Em células endoteliais derivadas de tumor 
(TDECs), a 1,25(OH)2D  induz a apoptose e a paragem do ciclo celular, tendo sido 
demonstrado que as TDECs podem ser mais sensíveis à vitamina devido ao 
silenciamento epigenético do CYP24A1 [170,173].   
 
Algumas células mamárias transformadas apresentam sensibilidade diminuída à 
1,25(OH)2D, sugerindo que estas células desenvolvem mecanismos de resistência à 
acção da vitamina D. Vários mecanismos foram identificados, incluindo perda da 
expressão do VDR, alteração do co-reguladores transcripcionais e sobrexpressão de 
CYP24 [174-176]. Linhas celulares de cancro da mama foram seleccionadas pela sua 
resistência à 1,25(OH)2D in vitro e verificou-se que estas células retinham expressão do 
VDR mas exibiam alterações na expressão de proteínas que favorecem a sinalização no 
sentido de crescimento autónomo e que diminuiem as vias de apoptose [177]. 
 
 
3.6. Subtipos Moleculares de Cancro da Mama 
 
Os cancros que se desenvolvem na mama representam um grupo heterogéneo de 
tumores, de subtipos biológicos distintos, tendo sido demonstrado serem diferentes em 
termos de resposta à terapêutica e prognóstico. Através da elaboração de perfis de 
expressão genética, utilizando microarrays ADN, foram identificados cinco subtipos 
moleculares de cancro da mama, luminal A, luminal B, normal breast-like, HER2+/RE- 
(human epidermal growth factor receptor 2+ / receptores de estrogénios-) e basal-like, 
estando os dois últimos associados a mau prognóstico [36-38]. Temos dois subtipos de 
tumores com receptores de estrogénios negativos, o basal-like e o HER2+/RE -, e pelo 
menos dois tipos de tumores com receptores de estrogénios positivos, o luminal A e o 
luminal B [36,37]. 
 
Os tumores basal-like tipicamente demonstram baixa expressão de RE e HER2 e 
exibem alta expressão de genes característicos da camada celular epitelial basal, como 
as citoqueratinas 5, 6 e 17 [178]. Os tumores HER2+ estão representados em dois 
grupos distintos: os que são RE negativos, o subtipo HER2+/RE-, e os que são RE 
positivos, o subtipo luminal B [36,37]. Um dos propósitos da investigação pré-clínica e 
clínica sobre o comportamento dos diferentes subtipos moleculares é a obtenção de 
tratamentos dirigidos, específicos para cada subgrupo, como, por exemplo, o tratamento 
dos tumores com receptores de estrogéneos positivos com tamoxifeno, inibidores da 
aromatase ou agonistas da gonadotropin – releasing hormone, ou o tratamento dos 
tumores da mama que expressam HER2 com o anticorpo monoclonal transtuzumab.  
 
Dado que não é praticável realizar estudos de microarrays de forma corrente, foram 
estabelecidos perfis imunohistoquímicos que se correlacionam com os padrões de 
expressão genética [179, 180]. Num desses estudos [179], os tumores foram 
categorizados em subtipo luminal (ER+ e HER2-), subtipo HER2+ e subtipo basal-like 
(RE-, HER2- e positivos para citoqueratinas 5 e 6 e/ou EGFR). O termo triplo-negativo 
refere-se a tumores que não expressam receptores de estrogénio e progesterona nem 
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HER2, constituindo 10 a 15 % dos cancros da mama. Como um grupo, os cancros 
basal-like correspondem à maioria (70 a 85%, dependendo dos autores) do subgrupo 
triplo-negativo [36, 181, 182]. Alguns autores consideram mesmo serem os tumores 
triplo-negativos o mesmo grupo de tumores que são definidos como subtipo basal-like 
[183], tendo obtido 91% de correspondência entre as duas entidades no estudo que 
realizaram. Entretanto, estes achados são controversos [184]. Há uma heterogeneidade 
significativa e uma sobreposição considerável entre o subgrupo triplo-negativo 
(definido por critérios imunohistoquímicos) e o subgrupo basal-like (definido por 
estudos de microarrays); há cancros basal-like que expressam receptores de estrogénios 
ou HER2 e há cancros triplo-negativos que podem ter perfis de expressão genética do 
subtipo normal breast-like [178,179,185]. 
 
 
3.6.1. Factores de risco e características clínicas dos subtipos moleculares de tumores 
mamários 
 
Os tumores triplo-negativos têm sido caracterizados por vários factores clinico-
patológicos agressivos, como, por exemplo, aparecimento em idades mais jovens, 
tumores de maior tamanho e com menor diferenciação. Num estudo populacional do 
California Cancer Registry [186], em mais de 50000 mulheres, 12,5% foram 
identificadas como apresentando tumor triplo-negativo. Estas doentes eram 
significativamente mais prováveis de ter menos de 40 anos e de serem de raça negra. 
Independentemente do estadio ao diagnóstico, as doentes com tumores triplo-negativo 
apresentaram pior sobrevivência e as mulheres de raça negra com tumores triplo-
negativos em estadio avançado tiveram o pior prognóstico, com uma sobrevivência aos 
5 anos de apenas 14%. A relação entre este tipo de tumores e a raça tem sido 
demonstrada em vários estudos. No Carolina Breast Cancer Study [180] de 
aproximadamente 500 cancros da mama, os tumores basal-like eram significativamente 
mais frequentes em mulheres americanas de origem africana do que nas outras (26% 
versus 16%) e nas pré-menopausicas em relação às pós-menopausicas (24% versus 
15%). 
 
Vários estudos epidemiológicos permitiram conhecer alguns factores de risco 
associados aos vários subtipos de cancros da mama. Uma nova avaliação de 1400 casos 
de cancro da mama do Carolina Breast Cancer Study [187] revelou que, comparados aos 
tumores luminal A (RE + e/ou RP + e HER2 -), os tumores basal-like eram mais 
prováveis de aparecer em mulheres com menarca mais precoce, maior paridade, idade 
mais jovem na primeira gravidez a termo, menor duração da amamentação e maior 
índice de massa corporal, especialmente, entre as doentes pré-menopausicas. Noutro 
estudo [39], verificou-se que os tumores basal-like estavam relacionados com a menarca 
precoce (com uma marcada redução do risco com o aumento da idade da menarca) e 
com um alto índice de massa corporal entre as mulheres pré-menopausicas (nas 
mulheres pré-menopausicas, um maior índice de massa corporal estava associado a um 
risco reduzido de tumores do tipo luminal mas não do tipo basal), enquanto que os 
tumores luminal A estavam associados a primiparidade tardia. Parece que os factores de 
risco do cancro da mama variam de acordo com o subtipo de tumor. 
 
Em relação às características clínicas e história natural, há evidências crescentes que 
indicam que o tumor triplo-negativo apresenta um comportamento clínico diferente dos 
outros tipos, mais agressivo, com um risco de recorrência e morte superior. Os tumores 
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basal-like e HER2 + são mais vezes pouco diferenciados quando comparados com os 
luminais, sendo a sobrexpressão de HER2 factor de mau prognóstico [39]. O tipo 
luminal A apresenta o melhor prognóstico [36, 37]. Foi publicado um estudo [40] com 
1601 doentes com cancro da mama, dos quais, 180 (11,2%) eram triplo-negativos, tendo 
sido concluído que, nestes, a idade média ao diagnóstico era mais baixa, mais 
frequentemente apresentavam gânglios positivos, apresentavam maior probabilidade de 
recorrência à distância e morte e o padrão de recorrência à distância era diferente do dos 
outros tipos de cancro da mama (o risco de recidiva apresentava um pico aos 3 anos do 
diagnóstico e depois declinava rapidamente, enquanto que nos outros tipos o risco de 
recorrência é constante ao longo do tempo). Além do padrão distinto da altura da 
recorrência, tem sido reconhecido que o tumor triplo-negativo apresenta padrões únicos 
de local de recidiva, predominando as metástases viscerais mais agressivas, sendo 
menos frequentes as metástases ósseas. Num estudo recente [41], as metástases ósseas 
ocorreram mais frequentemente nos subtipos luminais e menos nos fenótipos basal-like, 
ao contrário das metástases pulmonares, que foram mais frequentes nos basal-like. 
Também se verificou uma predilecção pelo cérebro como local de recidiva entre os 
tumores triplo-negativos. A incidência aumentada de metástases cerebrais nas doentes 
com tumores HER2 positivos está também bem documentada. Estudos recentes 
evidenciaram a frequência e agressividade das metástases cerebrais no cancro triplo-
negativo, com um estudo a revelar ser o estado triplo-negativo o maior factor de risco 
para o desenvolvimento deste tipo de recidiva, sendo superior ao estado HER2 positivo 
[42]. 
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CAPÍTULO 4.  METODOLOGIA 
 
 
4.1. População 
 
A população do estudo consistiu nas doentes admitidas na Consulta de Grupo 
Oncológico de Mama da Unidade de Senologia do Hospital de São Marcos com o 
diagnóstico de cancro da mama, durante o período de um ano, entre 1 de Setembro de 
2008 e 31 de Agosto de 2009. Foram incluídas 87 doentes de um modo prospectivo, 
com um total de 88 cancros da mama (uma das doentes apresentou tumor bilateral 
síncrono com dois tumores histologicamente distintos). Estas doentes tiveram 
diagnóstico comprovado por exame histopatológico de carcinoma invasivo da mama e 
não tinham sido ainda submetidas a qualquer tratamento. 
 
O projecto foi aprovado pela Comissão de Ética Hospitalar do Hospital de São Marcos; 
todas as doentes foram elucidadas sobre o estudo e concordaram em participar, 
assinando o termo de consentimento informado. 
 
 
4.2. Recolha e Tratamento de Dados 
 
Foi obtida informação a partir do processo clínico, ou por inquérito às doentes, acerca 
da idade, idade da menarca, paridade, amamentação, idade da menopausa, uso de 
contraceptivos orais ou de terapêutica hormonal de substituição, antecedentes pessoais e 
antecedentes familiares de doença oncológica. 
 
A colheita das amostras do sangue periférico foi realizada após o diagnóstico de cancro 
da mama, estabelecido histológicamente por biópsia de agulha grossa, e antes da 
realização de qualquer tratamento. Foram obtidos 10 ml de sangue periférico que foi 
centrifugado, sendo o soro e o plasma armazenados em congelador a –20º C até ao 
momento do doseamento sérico da vitamina D. Foi devidamente registado o mês da 
colheita.  
 
As determinações da 25(OH)D foram realizadas de uma só vez, no Serviço de Patologia 
Clínica do Hospital de São Marcos. Para a determinação quantitativa da 25(OH)D, foi 
utilizada a técnica de imunoensaio de electroquimioluminescência Elecsys, no soro das 
doentes (Roche Elecsys Systems, Mannheim, Germany). O método consiste num ensaio 
competitivo, no qual a DBP (vitamina D - binding protein) é inactivada durante a 
incubação e é usado um anticorpo policlonal dirigido à 25(OH)D, permitindo a sua 
detecção num analisador de imunoensaio. O analizador usado foi o Cobas e 411, Roche 
Diagnostics Systems. O ensaio dura cerca de 18 minutos e apresenta um domínio de 
detecção de 4 a 100 ng/ml. A concentração final de 25(OH)D no soro foi expressa em 
ng/ml.  
 
A avaliação do fenótipo tumoral foi obtida a partir dos registos do resultado anatomo-
patológico da biópsia com agulha grossa ou da peça operatória. A expressão dos 
receptores hormonais e de Ki67 foi avaliada por imunohistoquímica (IHQ). Os blocos 
de parafina foram desparafinizados, rehidratados e sujeitos a incubação em panela de 
pressão em solução de ácido cítrico a pH 6 durante 9 minutos, para recuperação dos 
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epitopos. Em seguida, foram incubados com os anticorpos para os receptores de 
estrogénios (clone 1D5, 1:50, Dako), para os receptores de progesterona (clone 1A6, 
1:10, Dako) e para o Ki67 (clone MIB-5, 1:50, Dako). A localização dos anticorpos foi 
realizada usando o método de streptavidina biotina. A expressão dos receptores foi 
considerada positiva quando mais de 10% das células coraram. Considerou-se tumor 
com alta expressão de Ki67 quando a marcação pela IHQ ocorreu em pelo menos 25% 
das células (para um mínimo de 500 células avaliadas) e o tumor com menos de 25% de 
células coradas para o Ki67 foi considerado como tumor com baixa expressão de Ki67. 
A expressão de HER2 foi analisada por IHQ usando o anticorpo anti-HER2 (clone 
CB11, 1:40, Novocastra), após recuperação dos epitopos. O HER2 foi considerado 
positivo com imunoreactividade 3+ (reactividade forte difusa em mais de 30% das 
células tumorais) ou por amplificação por FISH (fluorescence in situ hybridization). 
Todos os casos 2+ por IHQ foram confirmados por FISH. Um resultado de FISH 
equívoco (ratio 1,8-2,2) foi considerado como negativo para HER2. Considerou-se a 
expressão de RE, RP e HER2 e classificaram-se os tumores de acordo com: RE+ e/ou 
RP+, tumores do tipo luminal; RE-, RP- e HER2+, tumores com sobrexpressão HER2; 
RE-, RP- e HER-, tumores do tipo triplo-negativo. Foram também considerados o grau 
de diferenciação tumoral, o tamanho do tumor e a presença ou não de metástases 
ganglionares. 
 
 
4.3. Análise Estatística 
 
Inicialmente, foi realizada a análise descritiva da população, estratificada em três grupos 
de doentes (subtipos de cancro da mama) que foram caracterizados através do cálculo 
da média, mediana e desvio padrão e através do cálculo da frequência de características 
clínico-patológicas relevantes. Em relação à variável dependente da investigação, foi 
realizada a análise da normalidade e da homogeneidade da amostra, utilizando os testes 
de Kolmogorov-Smirnov e de Levene, respectivamente, e foi feita a análise da 
assimetria e achatamento da distribuição, através dos testes de Skewness e de Kurtosis 
respectivamente. Foi considerado que quando estes valores não estão compreendidos 
entre –1 e 1, violam a normalidade.  
 
Para a análise inferencial, quando foi testada a existência de diferenças estatisticamente 
significativas (p<0,05) entre os subtipos de cancro da mama em relação às 
características clinico-patológicas, foi usado o teste estatístico de análise de variância 
One-way ANOVA para as variáveis contínuas e o teste do Qui Quadrado ou o teste de 
Fisher para as variáveis nominais. Para testar a existência de diferenças entre os 
subtipos em relação à variável dependente (níveis de vitamina D), foi usado o teste One-
way-ANOVA. De modo a verificar quais as diferenças que se estabeleciam entre os 
grupos das variáveis independentes estudadas, foi utilizado o teste estatístico post-hoc 
de Holm-Sidack . Para testar os níveis de vitamina D em relação às características 
patológicas do tumor, foi usado o teste não-paramétrico de Mann-Whitney em dois 
grupos independentes, e foi usado o teste estatístico de análise de variância One-way 
ANOVA em três ou mais grupos independentes. O nível de significância foi mantido 
em 5% para todos os procedimentos estatísticos realizados (p<0,05). Todos os testes 
foram realizados utilizando o programa Statistical Package for the Social Sciences 
(SPSS), versão 17. 
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CAPÍTULO 5. RESULTADOS 
 
 
5.1 Análise Descritiva 
 
Foram obtidos os níveis séricos de 25(OH)D correspondentes a 88 cancros da mama 
diagnosticados no período de um ano na Unidade de Senologia do Hospital de São 
Marcos. A idade mediana da população foi de 58 anos, com um mínimo de 19 e um 
máximo de 84 (DP 14,4), sendo 34,52 % das doentes pré-menopausicas e 65,48 % pós-
menopausicas.  
 
Do total de tumores, 63 (72%) foram classificados como tumores do subtipo luminal, 18 
(20%) como tumores com sobrexpressão HER2 (HER2) e 7 (8%) como tumores do 
subtipo triplo-negativo (TN) (Fig. 6). 
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Figura 6. Classificação molecular dos tumores mamários 
 
 
Nos diversos subtipos tumorais, foi calculada a mediana da idade das doentes, da idade 
da menarca, da idade da menopausa e a média da paridade. A diferença entre os valores 
nos grupos não foi estatísticamente significativa (p= 0,78; 0,84; 0,97; 0,26, 
respectivamente) (Tabela 1). 
 
 
 
 Luminal Triplo Negativo Her2 p 
Idade 58,0 (19-83) 64,0 (38-79) 57,5 (32-84) ns 
Menarca 13,0 (11-19) 13,5 (11-17) 13,0 (11-18) ns 
Menopausa 50,0 (38-57) 51,0 (42-53) 49,5 (39-56) ns 
Paridade 2,21±2,12 (0-10) 3,29±3,25 (0-10) 3,31±3,32 (0-11) ns 
 
Tabela 1. Características gerais dos grupos em estudo: mediana, valor máximo e 
mínimo (excepto, paridade: média ± DP, valor máximo e mínimo) 
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Em relação ao estado da menopausa, 63,3%, 71,4% e 70,6% eram pós-menopausicas 
nos grupos luminal, TN e HER2, respectivamente (Fig. 7).   
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Estado da menopausa nos subtipos moleculares de cancro da mama 
 
 
O uso de contraceptivos orais (CO) foi verificado em 16 doentes do grupo luminal 
(35,6%), em 3 doentes do grupo TN (60%) e em 6 doentes do grupo HER2 (42,9%), 
com uma média de duração do uso de 10,29 anos (Fig. 8).  
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Figura 8. Uso de contraceptivos orais nos subtipos moleculares de cancro da mama   
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Cinco doentes (7,9%) referiram o uso de terapêutica hormonal de substituição (THS) no 
grupo de tumores luminais, 2 doentes (28,6%) no grupo TN e uma doente (5,6%) no 
grupo de tumores HER2 (Fig. 9). Não foi possível obter informação fiável em relação 
ao uso de THS em 9, 0 e 5 doentes, respectivamente nos grupos referidos, por 
desconhecimento das doentes. A média de duração do uso de THS foi de 6,16 anos. 
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Figura 9. Uso de terapêutica hormonal de substituição nos subtipos moleculares de 
cancro da mama 
 
 
 
No presente estudo, verificou-se que 29 (61,7%), 5 (83,3%) e 11 (78,6%) doentes 
apresentaram antecedentes de amamentação nos grupos luminal, TN e HER2, 
respectivamente (Fig. 10). A média de duração da amamentação de 11,45 meses. 
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Figura 10. Antecedentes de amamentação nos subtipos moleculares de cancro da mama 
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Em relação aos antecedentes pessoais de cancro, 3 doentes apresentaram história de 
cancro da mama, duas no subgrupo luminal e uma no subgrupo HER2. Uma doente do 
subgrupo HER2 apresentou antecedentes de carcinoma gástrico. As doentes com 
antecedentes familiares de cancro corresponderam a 21,6% do total. Seis doentes 
referiram antecedentes familiares múltiplos de cancro, 3 no subgrupo luminal e 3 no 
subgrupo HER2. Treze doentes apresentaram história familiar de cancro da mama, 
correspondendo a 14,7% do total de doentes do estudo e a 56,5% do total de doentes 
com antecedentes familiares de cancro. Destas 13 doentes, 6 referiram cancro da mama 
em familiares do 1º grau (mãe, irmã e filha), três no subgrupo luminal, dois no subgrupo 
HER2 e uma no subgrupo TN. Tumores com outra localização foram referidos por 
11,4% das doentes, correspondendo a 43,5% do total de doentes com antecedentes 
familiares de cancro. As localizações mais frequentes foram o cólon (3 doentes), o 
corpo uterino (2 doentes) e o pulmão (2 doentes). 
 
 
5.2 Análise das Características Patológicas do Tumor nos Subtipos de Cancro da Mama 
 
Nenhum dos tumores dos subtipos TN e HER2 apresentou grau histológico de 
diferenciação 1, enquanto este foi observado em 23,8% dos tumores do tipo luminal. O 
grau histológico de diferenciação 2 foi observado em 36 tumores luminais (57,1%), 
num tumor triplo negativo (14,3%) e em 7 tumores HER2 (43,8%). O grau de 
diferenciação histológico 3 foi mais frequente nos tumores dos subtipos TN e HER2 
(85,7% e 56,2%, respectivamente) do que no tumores do subtipo luminal (19%) (Fig. 
11), sendo a diferença estatisticamente significativa.  
 
Subtipos
Luminal Triplo negativo Her2
D
o
e
n
te
s
 (
%
)
0
20
40
60
80
100 Grau 1
Grau 2
Grau 3
 
 
Figura 11. Distribuição do grau tumoral nos subtipos moleculares de cancro da mama 
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Quando se analisou o índice de proliferação do tumor, através da expressão de Ki67, 
verificou-se que 100% dos tumores TN apresentaram Ki67 alto, assim como 88,2% dos 
tumores HER2 e 55,9% dos tumores luminais. Quando foi testada a existência de 
diferenças estatisticamente significativas entre os subtipos de cancro da mama em 
relação à expressão de Ki67, verificou-se existirem essas diferenças entre o grupo dos 
tumores luminais e os outros dois grupos. A diferença entre o grupo dos tumores TN e o 
grupo dos tumores HER2 não foi estatisticamente significativa a um nível de 
significância de 5% (Fig. 12). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Distribuição do nível de expressão de Ki67 nos subtipos moleculares de 
cancro da mama 
 
 
 
Tumores com dimensões iguais ou superiores a 2 cm (T ≥ 2 cm) foram observados em 
50,8% dos tumores do tipo luminal, em 42,9% dos tumores TN e em 38,9% dos tumores 
HER2 (Fig. 13). Não houve diferenças estatisticamente significativas entre os grupos. 
As doentes submetidas a quimioterapia primária, prévia à cirurgia, não foram incluídas 
na avaliação do tamanho do tumor nem na avaliação da presença de metástases 
ganglionares, dada a influência do tratamento nestas características. São um grupo de 
doentes com estadios clínicos avançados, constituído por 2 doentes do grupo luminal 
(3,2%), 1 doente do grupo TN (14,3%) e 5 doentes do grupo HER2 (27,7%).  
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Figura 13. Distribuição do tamanho do tumor nos subtipos moleculares de cancro da 
mama. Sem informação: doentes submetidas a quimioterapia primária. 
 
 
Quando se analisou o estado dos gânglios axilares, verificou-se a existência de 
metástases ganglionares em 32 doentes (50,8%) do grupo luminal, em 3 doentes 
(42,9%) do grupo TN e em 8 doentes (44,4%) do grupo HER2 (Fig. 14). Não houve 
diferenças estatisticamente significativas entre os grupos em relação a este parâmetro. 
Como já referido, as doentes submetidas a quimioterapia primária, prévia à cirurgia, não 
foram incluídas nesta avaliação.  
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Figura 14. Distribuição do estado ganglionar nos subtipos moleculares de cancro da 
mama. Sem informação: doentes submetidas a quimioterapia primária. 
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5.3 Análise da Relação dos Níveis Séricos de 25-hidroxivitamina D com os Subtipos de 
Cancro da Mama e com as Características Patológicas do Tumor 
 
 
Foi realizado o cálculo da média e desvio padrão dos níveis séricos de 25(OH)D nos 
vários subtipos tumorais: o subtipo luminal apresentou um nível sérico médio de 25,0 
ng/ml ± 5,49, o subtipo TN um nível de 24,62 ng/ml ± 6,47 e o subtipo HER2 um nível 
de 30,52 ng/ml ± 7,96. O teste de análise de variância revelou que os grupos são 
diferentes entre si a um nível de significância de 0,004. O teste post-hoc de Holm-
Sidack demonstrou que existe uma diferença estatisticamente significativa entre o grupo 
do subtipo HER2 e o grupo luminal (p=0,008) e que existe uma tendência para haver 
diferença entre o grupo do subtipo HER2 e o grupo do subtipo TN (p=0,07). Não existe 
diferença nos níveis de 25(OH)D entre os grupos luminal e TN (Fig. 15). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Níveis séricos de 25(OH)D nos subtipos moleculares de cancro da mama 
 (média ± erro padrão). 
 
 
 
Foram considerados níveis inferiores a 21 ng/ml como deficientes, níveis 
compreendidos entre 21 e 29 ng/ml como insuficiência relativa e níveis superiores a 29 
ng/ml como adequados. Com base nestes valores de referência, foi calculada a 
frequência de doentes com níveis séricos deficientes e com níveis de insuficiência 
relativa de 25(OH)D, e verificou-se que 23,8% do grupo luminal, 28,6% do grupo TN e 
5,6% do grupo HER2 apresentaram níveis séricos de 25(OH)D deficientes e que 81%, 
71,4% e 50% apresentaram níveis de insuficiência relativa respectivamente nos grupos 
ANOVA (p<0,05): * vs. luminal) 
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luminal, TN e HER2. A diferença entre os grupos foi estatisticamente significativa 
(Fig.16). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Níveis séricos de deficiência (< 21) e de insuficiência relativa (≤ 29)de 
25(OH)D (ng/ml) nos subtipos moleculares de cancro da mama. 
 
 
Não há diferenças estatisticamente significativas nos níveis séricos de 25(OH)D entre os 
tumores com grau histológico 1, 2 e 3, cujo valor médio é, respectivamente, 23,9 ng/ml, 
25,7 ng/ml e 27,9 ng/ml (Fig 17). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Relação entre os níveis séricos de 25(OH)D e o grau histológico. 
(média ± erro padrão). 
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Em relação à expressão de Ki67, verificou-se um nível médio de 25(OH)D de 23,9 
ng/dl nos tumores com expressão baixa de Ki67 e de 25,7 ng/ml nos tumores com 
expressão alta. A diferença é estatisticamente significativa (p=0,02) (Fig. 18).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. Relação entre os níveis séricos de 25(OH)D e o nível de expressão de Ki67  
(média ± erro padrão). 
 
 
 
Quando se testou a existência de diferenças nos níveis de 25(OH)D entre tumores com 
dimensões inferiores a 2 cm e tumores com tamanho igual ou superior a 2 cm, 
verificou-se que a diferença não era estatisticamente significativa (Fig. 19), sendo a 
média do valor de 25(OH)D de 24,9 ng/ml e 26,7 ng/ml, respectivamente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19. Relação entre os níveis séricos de 25(OH)D e o tamanho do tumor (cm) 
 (média ± erro padrão). 
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O nível médio de 25(OH)D foi de 26,5 ng/ml e de 25,3 ng/ml, na ausência e na presença 
de metástases ganglionares, respectivamente. A diferença não é estatisticamente 
significativa (Fig. 20). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20. Relação entre os níveis séricos de 25(OH)D e a invasão ganglionar 
 (média ± erro padrão). 
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CAPÍTULO 6. DISCUSSÃO 
 
 
O cancro da mama não é mais visto como uma entidade única, mas sim como uma 
doença multifacetada, composta por vários subtipos biológicos distintos com uma 
história natural própria e com um espectro variado de características clínicas e 
patológicas, com diferentes implicações terapêuticas e prognósticas [36-38]. Estes 
subtipos podem ser categorizados em tumores que expressam receptores de estrogénios 
(RE) e/ou receptores de progesterona (RP) (subtipo luminal) e em tumores que não 
expressam esse receptores, sendo estes últimos subdivididos, de acordo com a expressão 
de HER2, em tumores do subtipo triplo-negativo (RE, RP e HER2 negativos) e em 
tumores do subtipo com sobrexpressão de HER2 (RE e RP negativos e HER2 positivo) 
[179]. Neste trabalho, do total de tumores, 63 (72%) foram classificados como tumores 
do subtipo luminal, 18 (20%) como tumores com sobrexpressão HER2 (HER2 positivo) 
e 7 (8%) como tumores do subtipo triplo-negativo (TN). 
 
Os tumores do subtipo TN e do subtipo HER2 positivo apresentam comportamentos 
clínicos diferentes dos tumores do subtipo luminal, sendo mais frequentemente tumores 
pouco diferenciados, diagnosticados em estadios clínicos mais avançados e 
apresentando maior probabilidade de recorrência à distância e morte [39-42]. O presente 
estudo confirmou essa diversidade biológica do cancro da mama, revelando associações 
com significado estatístico entre certas características patológicas do tumor e os 
diferentes subtipos moleculares de cancro da mama. Os tumores do subtipo TN e do 
subtipo HER2 positivo foram mais frequentemente de alto grau histológico e 
apresentaram maior índice de proliferação em relação aos tumores do subtipo luminal. 
Em relação ao tamanho do tumor e ao estado dos gânglios axilares, não se verificou 
nenhuma associação com significado estatístico com nenhum dos subtipos de cancro da 
mama, mas convém realçar que 14,3% das doentes com tumores TN e 27,7% das 
doentes com tumores HER2 positivo não foram incluídas nesta avaliação por 
apresentarem estadios clínicos avançados (nomeadamente, tumores de grande tamanho, 
tumores inflamatórios e/ou tumores com metástases ganglionares) e terem sido 
submetidas a quimioterapia neoadjuvante, o que altera as características destas variáveis 
na peça operatória.  
 
O objectivo principal do estudo foi verificar se existia diferença entre os subtipos de 
cancro da mama em relação aos níveis séricos de 25-hidroxivitamina D, o marcador do 
status corporal de vitamina D. Numerosos estudos epidemiológicos relacionam a 
deficiência de vitamina D com vários tipos de cancro, incluindo o cancro da mama [8-
18]. Neste trabalho, verificou-se uma elevada prevalência de níveis insuficientes ou 
deficientes de vitamina D nas doentes com cancro da mama, particularmente nos 
subtipos luminal e TN. Consideraram-se níveis inferiores a 21 ng/ml como deficientes, 
níveis compreendidos entre 21 e 29 ng/ml como insuficiência relativa e níveis 
superiores a 29 ng/ml como adequados [35,55,56], e, com base nestes valores de 
referência, verificou-se que 23,8% do grupo luminal, 28,6% do grupo TN e 5,6% do 
grupo HER positivo apresentavam níveis séricos de 25(OH)D deficientes e que 81%, 
71,4% e 50% apresentavam níveis de insuficiência relativa respectivamente nos grupos 
luminal, TN e HER2 positivo. No cancro da mama, estudos recentes demonstraram que 
níveis deficientes de vitamina D se associam a tumores com menor diferenciação, com 
maior taxa de metastização e de recorrência à distância e sobrevivência menor 
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[35,10,11,17,18]. Os tumores do tipo triplo-negativo assim como os tumores com 
sobrexpressão HER2 são tumores muito agressivos com menor taxa de sobrevivência, 
logo, seria de esperar uma associação entre estes subtipos de tumor e níveis deficientes 
de vitamina D. Isso não se verificou neste estudo. Não houve diferença estatisticamente 
significativa no nível médio de 25(OH)D entre os subtipos luminal e TN. 
Inesperadamente, o grupo do subtipo HER2 positivo apresentou níveis séricos de 
25(OH)D superiores em relação aos outros grupos. A diferença em relação ao subtipo 
luminal foi estatisticamente significativa e o estudo mostrou uma tendência para existir 
também diferença em relação ao subtipo TN. O estudo revelou que, no subtipo HER2 
positivo, apenas 5,6% das doentes apresentaram níveis deficientes de 25(OH)D e apenas 
50% apresentaram uma insuficiência relativa.  
 
Estes resultados levantam novas questões. Pode-se especular que existe, neste tipo de 
tumores do subtipo HER2 positivo, algum mecanismo de resistência nas células 
tumorais contra as acções anti-neoplásicas da vitamina D. Poderá existir algum tipo de 
bloqueio na entrada da vitamina na célula ou poderá haver algum tipo de inibição da 
bioactivação local da vitamina. Dessa forma, este tipo de tumores poderá desenvolver-
se em indivíduos com níveis normais de vitamina D. Foi demonstrado que algumas 
linhas celulares do cancro da mama apresentam sensibilidade diminuída aos efeitos anti-
neoplásicos da vitamina D [174-177], tendo esta sensibilidade reduzida sido relacionada 
com alterações nas enzimas do metabolismo da vitamina D ou com alterações na 
expressão ou função do VDR. Num desses estudos [174], a expressão de VDR era 
semelhante entre as linhas celulares sensíveis e resistentes à vitamina D, mas as células 
sensíveis à vitamina D mostraram um aumento da actividade de ligação a um VDRE, 
enquanto que nas células resistentes não foi observada activação do VDRE em resposta 
à 1,25/OH)2D3. Outro estudo sugeriu que as células resistentes às acções da vitamina D 
teriam um VDR funcional mas que este não estaria acoplado a uma via apoptótica 
funcional [176]. Um estudo mais recente [177] identificou uma série de proteínas que 
estavam expressas de uma forma diferente entre linhas celulares sensíveis e resistentes à 
vitamina D. As funções da maioria dessas proteínas alteradas estavam relacionadas com 
os efeitos anti-proliferativos e pró-apoptóticos da 1,25(OH)2D, por exemplo, proteínas 
envolvidas na indução da apoptose, na sinalização mitogénica e no ciclo celular A 
exposição à vitamina D é um factor facilmente modificável; uma maior exposição à luz 
solar ou uma maior ingestão de vitamina D pode reduzir o risco de cancro da mama [65-
67,72-74]. Provavelmente, nas doentes com tumores do tipo HER2 positivo, a 
suplementação com vitamina D ou com análogos da vitamina D não trará benefícios, ao 
contrário do que se pode esperar nos tumores dos subtipos luminal e TN. 
 
Secundariamente, avaliou-se se havia diferenças nos níveis de 25-hidroxivitamina D em 
relação às características patológicas de mau prognóstico do tumor. Apenas se verificou 
existir diferença com valor estatístico no nível médio de 25(OH)D entre os tumores com 
expressão baixa e alta de Ki67, tendo estes últimos revelado maiores níveis de vitamina 
D. Isto explica-se pela elevada prevalência de tumores com alta expressão de Ki67 no 
subtipo HER2 positivo. 
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CAPÍTULO 7. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS FUTURAS 
 
 
Os resultados obtidos no presente estudo confirmam que as doentes com cancro da 
mama apresentam uma elevada prevalência de deficiência de vitamina D e que o cancro 
da mama é constituído por uma variedade de subtipos biológicos distintos com 
características próprias. Um dos subtipos, o HER2 positivo, apresentou-se com níveis 
de vitamina D superiores aos outros subtipos, podendo não ser sensível às acções anti-
tumorais da vitamina D e desenvolver-se em indivíduos sem deficiência dessa vitamina. 
Estes resultados precisam de ser confirmados com estudos futuros, eventualmente com 
amostras maiores, e precisam de ser fundamentados com estudos a nível celular e 
molecular. Deve ser estudada, nos tecidos tumorais, a expressão das proteínas-chave 
envolvidas nas acções locais da vitamina D, como a 1α-hidroxílase (responsável pela 
bioactivação da vitamina D), a 24-hidroxílase (responsável pelo seu catabolismo), o 
receptor da vitamina D e as proteínas que poderão estar sob a influência da via de 
sinalização da vitamina D e que estão envolvidas na proliferação celular e na apoptose. 
É necessário estudar a expressão destas proteínas nos diferentes subtipos moleculares de 
cancro da mama para averiguar se algum deles apresenta um fenótipo molecular de 
resistência à vitamina D semelhante ao das linhas celulares de cancro da mama 
resistentes à vitamina D. 
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